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PCR) 
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pH negativni desetiški logaritem koncentracije ionov H3O
+ 
PlyA pleurotolizin A 
PlyB pleurotolizin B 
pYES2 plazmidni vektor pYES2 
NaDS-PAGE poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti 
natrijevega dodecilsulfata (ang. Polyacrylamide gel 
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SOB super optimalno gojišče (ang. Super optimal broth) 
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Yeast extract-peptone-dextrose medium) 
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Porotvorni proteini so velika skupina proteinov, ki jih najdemo v vseh domenah biološke 
klasifikacije. Vsebujejo jih tudi gobe, in sicer so nekateri izmed teh proteinov 
bikomponentni, sestavljeni iz egerolizina, ki predstavlja komponento A in komponente B, 
ki jo predstavlja protein z domeno MACPF (ang. membrane attack complex/ perforin). 
Egerolizini so proteini, ki so široko razširjeni predvsem med bakterijami in glivami (Butala 
in sod., 2017; Lukoyanova in sod., 2015). 
  
Leta 1979 je bilo pokazano, da užitna goba bukov ostrigar (Pleurotus ostreatus) vsebuje 
porotvorne proteine (Bernheimer in Avigad, 1979). Komponento A predstavljata dva 
egerolizina in sicer ostreolizin A6 (OlyA6) in pleurotolizin A (PlyA), komponento B pa 
protein z domeno MACPF, pleurotolizin B (PlyB) (Tomita in sod., 2004). OlyA6 in PlyA se 
specifično vežeta na membranske domene, ki so bogate s holesterolom in sfingomielinom 
ter s holesterolom in ceramid fosfatidiletanolaminom. PlyB, ki vsebuje domeno MACPF, ob 
prisotnosti egerolizinov tvori poro v tarčnih membranah ter tako naluknja membrano celic. 
Citolitični učinek je dosežen izključno takrat, ko sta v raztopini oba proteina (OlyA6/PlyB 
ali PlyA/PlyB), vsak izmed proteinov (egerolizin ali protein z domeno MACPF) pa sam po 
sebi ni citolitičen (Tomita in sod., 2004; Ota in sod., 2013; Skočaj in sod., 2014). 
 
Podobni proteini so bili odkriti tudi pri gobi kraljevi ostrigar (Pleurotus eryngii). Egerolizin 
erilizin A (EryA) je homologen OlyA6 in PlyA, protein z domeno MACPF erilizin B (EryB) 
pa je homologen proteinu PlyB (Shibata in sod., 2010). Za razliko od egerolizinov iz 
bukovega ostrigarja ima EryA afiniteto do membran, ki vsebujejo holesterol in ceramid 
fosfatidiletanolamin, na pa tudi sfingomielina (Bhat in sod., 2015). Zato se kombinacija 
proteinov EryA in EryB lahko uporablja za zatiranje organizmov, katerih membrane 
vsebujejo ceramid fosfatidiletanolamin (npr. parodontalne bakterije in za poljščine škodljivi 
insekti). Hkrati je kompleks varen za človeka, saj se ne veže na celice sesalcev in jih zato ne 
poškoduje. Tako so omogočene aplikacije proteinov EryA in EryB v biotehnologiji in 
medicini (Panevska in sod., 2019a). 
 
EryB je 59 kDa velik protein, ki se v rekombinantni obliki v bakteriji Escherichia coli ne 
zvija pravilno in tvori inkluzijska telesca. Po raztapljanju nepravilno zvitih rekombinantnih 
proteinov z ureo je doprinos proteina zelo nizek. Pričakovali smo, da bodo izraženi 
rekombinantni proteini v običajni kvasovki v topni obliki in v višjih koncentracijah. To bi 
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1.1 NAMEN DELA 
 
 Izraziti topen rekombinantni protein EryB v običajni kvasovki ter ga izolirati in 
karakterizirati. 
 Preveriti aktivnost rekombinantnega proteina EryB skupaj z proteini citolitičnega 
kompleksa (EryA in OlyA6), ki izvirajo iz istega glivnega rodu, Pleurotus. 
1.2 DELOVNI HIPOTEZI 
 
 V kvasovki S. cerevisiae lahko izrazimo topen rekombinantni protein EryB. 
 Doprinos topnega in aktivnega rekombinantnega proteina EryB, izraženega v 
kvasovki S. cerevisiae, bo večji kot v bakteriji E. coli. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 HEMOLITIČNI PROTEINI V UŽITNI GOBI BUKOV OSTRIGAR 
(Pleurotus ostreatus) 
Leta 1979 so v užitni gobi bukov ostrigar (Pleurotus ostreatus) odkrili protein, ki je pokazal 
citolitično aktivnost na celičnem modelu sesalskih eritrocitov. Poimenovali so ga 
pleurotolizin (Ply). Eksperimenti z eritrociti različnih živali so pokazali pomembnost 
prisotnosti sfingomielina (SM) za vezavo Ply (Bernheimer in Avigad, 1979). Leta 2004 so 
odkrili, da je nativni citolizin Ply sestavljen iz podenot A in B. Pleurotolizin A (PlyA) je bil 
okarakteriziran kot 15 kDa protein, ki se veže na membrane in ki v kombinaciji s 
pleurotolizinom B (PlyB) tvori transmembranske pore (Tomita in sod., 2004). 
 
Hemolizini se v vodni raztopini obnašajo kot monomeri ali oligomeri. V prisotnosti 
membrane z ustrezno sestavo se nanje vežejo in tvorijo citolitične porotvorne komplekse. 
Na splošno so taki citolitični proteinski toksini klasificirani kot porotvorni toksini, 
citotoksini ali hemolizini. Hemolizini so široko razširjeni med prokarionti in evkarionti. 
Nekaj hemolitičnih proteinov je bilo izoliranih iz strupenih in užitnih gob. Večina teh gob 
vsebuje enokomponentne hemolizine. Užitna goba bukov ostrigar ima dva do sedaj opisana 
dvokomponentna hemolizina, in sicer par ostreolizin A6 (OlyA6) in PlyB (Ota in sod., 2013) 
ter par PlyA in PlyB (Tomita in sod., 2004). Vsaka izmed posameznih komponent obeh 
hemolizinov ni hemolitična, v kombinaciji z drugo komponento pa pokaže močno aktivnost.  
 
Za proteina OlyA6 in PlyA je bilo pokazano, da se v nasprotju s proteini, ki se selektivno 
vežejo ali na holesterol (Hol) ali na SM, specifično vežeta na membrane, ki so obogatene 
tako s Hol kot SM (Preglednica 1, Slika 1). Hkrati je bilo pokazano, da se z nižjo afiniteto 
vežeta tudi na umetne lipidne vezikle, sestavljene iz popolnoma nasičenega fosfatidilholina 
in Hol. Za tvorbo binarnega porotvornega kompleksa v membranah bogatih s Hol in SM pa 
sta nujno potrebni obe komponenti, tako eden izmed egerolizinov (OlyA6 ali PlyA), kot tudi 
PlyB. Vezava proteina OlyA6 ali PlyA na kombinacijo Hol in SM omogoči vezavo PlyB in 
tvorbo pore. Zrela in aktivna oblika nativnega PlyB v raztopini spontano oligomerizira in se 
šibko veže na različne lipidne membrane. Na takih membranah OlyA6 ali PlyA skupaj s 
PlyB tvorita 13-merne oligomere, ki tvorijo strukturo rozete, debeline cca. 9 nm. Zunanji 
premer por je 19,7 nm, notranji pa 4,9 nm. Glede na strukturne in funkcionalne lastnosti 
PlyB sklepajo, da ima ta protein lastnosti, ki ga uvrščajo v družino proteinov CDC/MACPF 
(od holesterola odvisni citolitični proteini/ proteini, ki vsebujejo kompleks, ki napade 
membrano/perforin (ang. Cholesterol-Dependent Cytolysins/ Membrane Attack Complex/ 
Perforin;) (Bhat in sod., 2013; Ota in sod., 2013; Skočaj in sod., 2014).  
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2.2 HEMOLITIČNI PROTEINI V UŽITNI GOBI KRALJEVI OSTRIGAR 
(Pleurotus eryngii) 
Podobne porotvorne proteine so odkrili tudi v užitni gobi kraljevi ostrigar (Pleurotus 
eryngii). Iz nje je bil izoliran dvokomponentni hemolizin erilizin (Ery), ki je sestavljen iz 
erilizina A (EryA) in erilizina B (EryB) (Shibata in sod., 2010). EryA in EryB sta homologa 
proteinom OlyA6/PlyA in PlyB. EryA prištevamo v egerolizinsko družino proteinov, 
medtem ko EryB prištevamo v družino proteinov CDC/MACPF. Hemolitična aktivnost Ery 
je podobno kot pri Ply odvisna od hkratne prisotnosti obeh komponent citolizina, EryA in 
EryB. Hemolitični mehanizem je bil podrobno pojasnjen in sicer se tvorba por prične z 
začetno vezavo komponente A na tarčno plazemsko membrano, čemur sledi vezava 
komponente B, ki se nato konformacijsko spremeni in posledično pasira membrano. 
Mešanica proteinov EryA in EryB vodi v propad tarčnih celic in v celično smrt (Kurahashi 
in sod., 2014; Shibata in sod., 2010). Poleg tega so v isti gobi odkrili še en protein, ki se 
specifično veže na SM/Hol. Ker gre za ortolog proteina PlyA, so ga poimenovali 
pleurotolizin A2 (PlyA2). Tudi PlyA2 je 15 kDa velik polipeptid, ki spada v egerolizinsko 
družino. V primerjavi z PlyA ima 2 aminokislinski substituciji in v primerjavi z OlyA6 ima 
v 93-% identično aminokislinsko zaporedje (Bhat in sod., 2013; Kurahashi in sod., 2014; 
Ota in sod., 2013). 
 
Na poliakrilamidnem gelu v prisotnosti natrijevega dodecil sulfata (NaDS-PAGE) so EryA 
zaznali kot 15 kDa velik protein, EryB pa se je nahajal v dveh lisah, in sicer v obliki 
fragmentov velikosti 15 in 37 kDa. Pri pH vrednosti 7,2 se je EryA nahajal v homodimerni 
obliki, EryB pa je nestabilen heterodimer (Shibata in sod., 2010).  
 
EryA se za razliko od ostalih egerolizinov specifično in močno veže na membrane, ki 
vsebujejo ceramid fosfoetanolamin/Hol in ne pa tudi na kombinacijo SM in Hol 
(Preglednica 1, Slika 1). Ceramid fosfoetanolamin (CPE), ki je analog SM, je prevladujoč 
sfingolipid v nevretenčarjih, nekaterih enoceličnih parazitih in nekaterih po Gramu 
negativnih bakterijah, v celicah sesalcev pa je prisoten le v sledeh (Bhat in sod., 2015, 
Panevska in sod, 2019b). Posledično kažeta EryA in kombinacija EryA ter EryB velik 
potencial za detekcijo, preprečevanje in zdravljenje nekaterih bolezni ter za uporabo v smislu 
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Preglednica 1: Egerolizini iz gob in lipidi na katere se le ti vežejo. 
 
Goba Egerolizin Specifična vezava  Vir 
Bukov ostrigar PlyA SM/Hol Tomita in sod., 
2004 
PlyA2 SM/Hol < CPE < CPE/Hol Bhat in sod., 
2015 
OlyA6 SM/Hol << CPE/Hol Panevska in 
sod., 2019a 





Slika 1: Shematski prikaz podobnosti do zdaj poznanih porotvornih proteinov iz gob P. ostreatus in P. 
eryngii (Sepčić, 2017). 
 
2.3 UPORABA EGEROLIZINOV  
Natančna vloga egerolizinov iz gob ter njihovih partnerjev z domeno MACPF v 
produkcijskih organizmih še ni povsem jasna. Mogoče je, da so ti proteini vključeni v 
razvojni krog organizma. Poleg tega so lahko proteinski kompleksi egerolizin/ proteini z 
domeno MACPF vključeni v obrambo teh gob, in sicer pred nevretenčarskimi predatorji, kot 
so npr. ličinke insektov.  
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Gobe so organizmi, ki živijo v zelo konkurenčnih okoljih, v katerih so neprestano 
izpostavljene številnim predatorjem, zato ne preseneča, da so razvile obrambne mehanizme 
proti naravnim sovražnikom (Panevska in sod., 2019a). Obrambne molekule ostrigarjev 
zajemajo tudi omenjene proteine, ki kažejo velik potencial za uporabo pri detekciji lipidov 
in lipidnih domen na katere se vežejo in zatiranju organizmov, ki v svoji celični membrani 
vsebujejo sfingolipide. 
 
2.3.1 Detekcija lipidov in lipidnih raftov  
Biološke membrane so sestavljene iz tisočev vrst proteinov in lipidov. Medtem ko za 
proteine poznamo številne različne funkcije, vloge več tisoč različnih lipidov še ne poznamo 
povsem. Za lipide v bioloških membranah je dolgo veljalo, da so enakomerno razporejeni 
po membrani, kasneje pa je bil predstavljen koncept membranskih raftov kot dinamičnih 
združb nano velikosti, ki jih sestavljajo sfingolipidi, Hol in proteini. Membranski rafti 
predstavljajo platforme, ki imajo pomembno vlogo pri membranskem signaliziranju in 
prenosu (Lingwood in Simons, 2010). Lahko se zlijejo v večje, bolj stabilne raftne domene 
preko specifičnih interakcij lipid-lipid, protein-lipid ali protein-protein (Skočaj in sod., 
2014). 
 
Eksperimentalno je bilo pokazano, da so rafti vpleteni v številne biološke funkcije, kot so 
eksocitoza, endocitoza, celično signaliziranje, vstop patogenov in vezava različnih 
molekulskih ligandov. Sodelujejo v različnih signalih, ki so pomembni pri nekaterih 
boleznih (Alzheimerjeva, Parkinsonova, kardiovaskularne bolezni, prionske bolezni in 
druge). Razvoj novih pristopov, tehnik in orodij, ki bi omogočala vizualizacijo teh 
membranskih domen, bi imel zato velik pomen (Skočaj in sod., 2014). 
 
Membranske rafte je težko opazovati zaradi njihove nestabilnosti in majhnosti. Vizualizirati 
so jih želeli z modernimi pristopi vrstične elektronske mikroskopije in svetlobne 
mikroskopije. Da bi pridobili več vpogleda v določene membranske lipide in lipidne 
domene, so bili razviti novi fluorescenčni označevalci. Potencialni raftni označevalci so 
nekateri proteinski toksini. Ti lahko interagirajo s specifičnimi molekulami, ki so prisotne v 
teh membranskih domenah. Take so npr. Hol, SM, ceramidi, gangliozidi ali glikanska 
sredica glikofosfatidilinozitol-vezanih proteinov. Med ne-toksičnimi fluorescentno 
označenimi derivati toksinov, je bila dolgo prva izbira za označevanje membranskih raftov 
podenota B kolera toksina (CT-B). Ta se veže na gangliozid GM1, ki je obogaten v raftih. 
Poleg tega so bili v preteklosti uporabljeni še drugi označevalci kot so lizenin (označi SM), 
ekvinatoksin II (označi SM) in fluorescenčno označena D4 domena perfringolizina O 
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Zmožnost egerolizinov iz gob rodu Pleurotus, da se specifično vežejo na s sfingolipidi 
obogatene domene v membranah celic, se lahko uporabi za vizualizacijo lipidnih raftov v 
živih celicah in za zdravljenje nekaterih tipov tumorjev in metabolnih motenj. Fluorescenčno 
označeni egerolizini so primerni molekularni označevalci za detekcijo teh lipidov in lipidnih 
domen v različnih celicah in tkivih sesalcev in nevretenčarjev (Skočaj in sod., 2014; Bhat in 
sod., 2015; Panevska in sod., 2019a). 
 
Skočaj in sod. (2014) so protein OlyA6 na C-terminalnem delu označili s fluorescenčnim 
proteinskim označevalcem mCherry. Tako so pripravili označevalec, ki je omogočil 
vizualizacijo lipidnih raftov v membranah sesalskih celic. 
 
Specifična vezava OlyA6 ali PlyA in podobnih proteinov iz gob na kombinacijo SM in Hol 
je vodila v razvoj teh proteinov kot molekularnih orodij za detekcijo celičnih raftov v živih 
sesalskih celicah (Bhat in sod., 2013; Skočaj in sod., 2014). Bhat in sod. (2013) so PlyA2, 
ki je v 93-% identičen OlyA6, pripravili kot fluorescenčno označen protein (PlyA2-eGFP) 
in pokazali, da selektivno označi s SM/Hol bogate domene v membranah rakavih celic HeLa. 
 
2.3.2 Zatiranje tumorskih celic 
 
OlyA6 kaže potencial za zdravljenje kolorektalnega raka in raka mehurja. Omenjeni 
egerolizin se veže na s Hol obogatene raftom podobne domene, le te pa so zelo zastopane v 
plazemskih membranah rakavih celic (Nimri in sod., 2017). V in vitro raziskavi je bilo 
pokazano, da kompleks proteinov OlyA6, ki je v 95-% identičen PlyA, in PlyB selektivno 
sproži nekrotično celično smrt humanih urotelijskih rakavih celic, medtem ko kontrolne 
celice ostanejo nepoškodovane (Resnik in sod., 2015). Protitumorski potencial OlyA6 je bil 
potrjen tudi v in vivo modelih, kjer je OlyA6 zmanjšal težo in volumen tumorjev v miškah v 
primerjavi s kontrolno skupino mišk (Nimri in sod., 2017). 
 
2.3.3 Zatiranje škodljivcev, katerih celične membrane vsebujejo ceramid 
fosfoetanolamin 
Egerolizini predstavljajo potencialna orodja za nadzor in uničenje škodljivcev, ki v celičnih 
membranah vsebujejo CPE. CPE je poglavitni sfingolipid v membranah celic 
nevretenčarjev, ni pa prisoten v drugih taksonomskih skupinah. Egerolizin EryA se močno 
veže na CPE in posledično, v kombinaciji s komponento B, v celicah nevretenčarjev tvori 
transmembranske pore. Citolitični kompleksi, kot so OlyA6/PlyB, PlyA2/PlyB, EryA/PlyB, 
lahko predstavljajo potencialne in vrstno-specifične bioinsekticide za uporabo proti 
nekaterim škodljivcem, kot sta koruzni hrošč (Diabrotica virgifera virgifera, Coleoptera) in 
koloradski hrošč (Leptinotarsa decemlineata, Coleoptera). Koloradski hrošč je 
najpomembnejši škodljivec krompirja, koruzni hrošč pa koruze. Uporaba teh kompleksov je 
predlagana za razvoj gensko spremenjenih pridelkov, z namenom nadzora škodljivcev, kot 
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sta koruzni in koloradski hrošč. Ker membrane celic sesalcev CPE ne vsebujejo, ti kompleksi 
nanje nimajo toksičnega učinka in bi bila uporaba takih bioinsekticidov za človeka varna. 
Velika prednost učinkovin, ki se vežejo na lipidne in ne na proteinske receptorje, je v tem, 
da so manj podvržene hitrim spremembam in posledično je prilagoditev škodljivcev na take 
insekticide težja. Ti citolitični kompleksi kažejo bioinsekticidni potencial tudi proti drugim 
škodljivcem, ki vsebujejo CPE (Preglednica 2). V prihodnosti bodo zato raziskave 
usmerjene v odkrivanje novih potencialnih insekticidov. Poleg tega je pomembno preučiti 
tudi potencialno toksičnost za koristne žuželke, kot so medonosne čebele (Panevska in sod., 
2019a). 
 
Preglednica 2: Seznam nekaterih insektov, ki v celičnih membranah vsebujejo ali ne vsebujejo CPE 
(prirejeno po Panevska in sod., 2019b). 
Imajo CPE kot poglavitni membranski 
sfingolipid: 
Nimajo CPE kot poglavitnega membranskega 
sfingolipida: 
koruzni hrošč (Diabrotica virgifera virgifera) veliki mokar (Tenebrio molitor) 
koloradski hrošč (Leptinotarsa decemlineata) plodova vinska mušica (Drosophila suzukii) 
vinska mušica (Drosophila melanogaster) veliki voščeni molj (Galleria melonella) 
domača muha (Musca domestica) zrnata listna uš (Sitobion avenae) 
komar ščitar (Aedes aegypti)  
južni hišni komar (Culex quinquefasciatus)  
tobačni črv (Manduca septa)  
medonosna čebela (Apis mellifera)  
 
2.3.4 Detekcija in zatiranje človeških patogenov, katerih celične membrane 
vsebujejo ceramid fosfoetanolamin 
Fluorescenčno označen EryA predstavlja ustrezno orodje za vizualizacijo patogenov, ki 
imajo na površini s CPE in Hol obogatene membranske domene. Taka je npr. Trypanosoma 
brucei, ki povzroča afriško spalno bolezen. Čeprav EryA ni toksičen, skupaj z nativnim 
partnerjem EryB tvori letalni porotvorni kompleks. Ker EryA specifično prepozna 
membranske domene, obogatene s CPE in Hol, bi se ga lahko uporabilo za dostavo toksinov 
ali antigenov do parazitove plazemske membrane. Tako bi pridobili nov način za razvoj 
zdravil in zdravljenje afriške spalne bolezni (Bhat in sod., 2015). 
 
CPE je eden prevladujočih sfingolipidov v membranah bakterij debla Bacteroidetes. Med 
bakteroidete sodi tudi Porphyromonas gingivalis, ki je dominanten patogen v človeških ustih 
in vpleten v razvoj parodontalne bolezni. P. gingivalis proizvaja mešanico CPE in ceramid 
fosfoglicerolov. Poleg tega lahko proizvaja še dihidro CPE in dihidro ceramid fosfogliceride 
(Nichols in sod., 2004). Te sfingolipide lahko uporablja kot dejavnike virulence, saj vplivajo 
na celične procese, ki omogočajo patološki razvoj parodontoze (Olsen in Nichols, 2018).  
Egerolizini, predvsem EryA, specifično prepoznavajo CPE in lahko oblikujejo 
transmembranske pore v prisotnosti proteinskega partnerja z domeno MACPF. Zato bi 
egerolizini v kombinaciji s fluorescenčnim označevalcem predstavljali potencialno orodje 
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za detekcijo parodontalnih bakterij. Poleg tega bi lahko porotvorni kompleks EryA/EryB 
uporabljali za uničevanje parodontalnega patogena P. gingivalis. Egerolizin EryA se namreč 
specifično veže le na CPE, ki ga človeške celice ne vsebujejo, in jih zato tak porotvorni 
kompleks ne bi poškodoval (Nichols in sod., 2004). 
 
2.4 KVASOVKA Saccharomyces cerevisiae 
Kvasovke so enocelični evkarionti. Spadajo med glive, nimajo zmožnosti fotosinteze, so 
saprofitske ali parazitske in odvisne od virov organskega ogljika, ki ga zagotavljajo drugi 
organizmi (Kjeldsen, 2000). Kvasovke se lahko razmnožujejo nespolno in spolno. Nespolno 
se delijo z brstenjem v procesu mitoze, kar lahko poteka tako pri haploidnih kot diploidnih 
celicah. Spolno razmnoževanje poteka z združitvijo dveh haploidnih celic, ki sta nasprotnega 
paritvenega tipa a ali α (ang. mating type; MATa in MATα). Pri tem nastane diploidna celica 
MATa/MATα, ki se v ustreznih razmerah s procesom mejoze deli na štiri nove haploidne 
celice. Pri spolnem razmnoževanju pride do rekombinacije, pri čemer kombinacije različnih 
alelov dajo nove fenotipe. Rekombinacija tako vnaša genetske variacije v populacijo in je 
gonilo evolucije pri evkariontih. Kadar so v okolju neugodne razmere, se s procesom mejoze 
oblikujejo haploidne spore, ki se sprostijo, ko se okoliške razmere izboljšajo (Alberts in sod., 
2002; Duina in sod., 2014). 
 
Kvasovka Saccharomyces cerevisiae, ki jo poznamo tudi kot pekovsko, pivsko ali vinsko 
kvasovko ima pomembno vlogo v produkciji hrane že več tisoč let. Široka uporaba S. 
cerevisiae v vinarstvu, pivovarstvu in pekarstvu je omogočila, da je S. cerevisiae prepoznana 
kot organizem GRAS (ang. Generally Regarded As Safe) (Kjeldsen, 2000). 
 
Pri kvasovki poznamo dva načina kemoorganotrofnega metabolizma: fermentacijo in 
respiracijo. Fermentacijo lahko vzdržujejo tako v anaerobnih kot tudi aerobnih razmerah ter 
pri tem sladkorje pretvarjajo v ogljikov dioksid in etanol. V aerobnih razmerah lahko 
preklopijo na respiratorni način metabolizma, vendar šele takrat, ko glukoza ni več prisotna 
v dovolj visoki koncentraciji (Dashko in sod., 2014). 
  
S. cerevisiae vsebuje haploidni set 16 dobro okarakteriziranih kromosomov, ki v velikosti 
varirajo od 200 do 2200 kb. Celotno zaporedje kromosomske DNA vsebuje 12.052 kbp in 
6183 potencialnih bralnih okvirjev. V primerjavi z večceličnimi organizmi je genom 
kvasovk zelo kompakten, saj geni predstavljajo 72-% celotnega zaporedja organizma 
(Sherman in sod., 2002).  
 
2.4.1 Kvasovka S. cerevisiae kot modelni organizem 
Kvasovka S. cerevisiae je modelni organizem za številne molekularnobiološke raziskave. 
Kvasovke imajo v primerjavi z bakterijami nekoliko večjo genetsko kompleksnost, kljub 
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temu pa omogočajo številne podobne metodološke pristope, ki omogočajo hiter napredek v 
molekularni genetiki. Pomembne lastnosti, zaradi katerih so kvasovke še posebej primerne 
za biološke študije, so hitra rast, enoceličnost, enostavno gojenje in urejanje genoma ter 
dobro definiran genetski sistem. Veliko sevov vsebuje karakteristične avksotrofne, 
temperaturno občutljive in druge označevalce, ki omogočajo izolacijo mutant. Velika 
prednost je tudi to, da niso patogene. Običajna kvasovka je komercialno dostopna in lahko 
predstavlja ekonomsko ugoden biološki sistem za molekularnobiološke študije (Preglednica 
3) (Duina in sod., 2014; Sherman in sod., 2002). 
 
Z razvojem postopkov transformacije so kvasovke postale še posebej dosegljive za gensko 
kloniranje in tehnike genskega inženiringa (Hinnen in sod., 1978). Plazmidni vektorji lahko 
v kvasovke vstopajo kot replikacijske molekule ali se integrirajo v genom. V nasprotju z 
večino drugih organizmov, integrativna rekombinacija transformirane DNA v kvasovkah 
poteka izključno preko naravnega procesa homologne rekombinacije (Sherman in sod., 
2002). 
 
Kvasovke imajo zelo razvito homologno rekombinacijo, ki jim omogoča učinkovito 
popravljanje genoma, raziskovalcem pa enostavno spreminjanje genoma. Direktno lahko 
transformiramo kratke enoverižne sintetične oligonukleotide ter tako preko homologne 
rekombinacije tarčno spreminjamo gene. Na ta način lahko priročno pridobivamo številne 
spremenjene oblike proteinov. Te tehnike se široko uporabljajo v študijah regulacije 
izražanja genov, strukturno-funkcijskih odnosov pri proteinih in kromosomske strukture 
(Sherman in sod., 2002). 
 
Leta 1996 je S. cerevisiae postala prvi evkariont, katerega genom je bil v celoti 
posekvenciran. Okarakteriziranih je več kot tisoč genov (Goffeau in sod., 1996). Posledično 
so kvasovke postale eden izmed ključnih organizmov za genomske raziskave. Sekretorna 
pot pri S. cerevisiae kaže veliko strukturnih in funkcijskih podobnosti s sekretornim 
sistemom pri sesalcih. Omogoča zvijanje, proteolitično procesiranje, glikozilacijo ter 
sekrecijo proteinov (Kjeldsen, 2000; Sherman in sod., 2002). 
 
Običajne kvasovke in višji evkarionti imajo ohranjene mnoge podobne gene, organele in 
funkcije. Zato so za sistematične analize številnih genov sesalcev ter njihovih funkcij ti geni 
vneseni v kvasovke. Številni človeški geni, ki so povezani z boleznimi, imajo ortologe v 
kvasovkah. Visoka stopnja ohranjenosti metabolnih in regulatornih mehanizmov je 
prispevala k široki uporabi kvasovk kot modelnega evkariontskega sistema za raznolike 
biološke raziskave (Kjeldsen, 2000; Sherman in sod., 2002). 
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2.4.2 Sevi kvasovke S. cerevisiae 
V genetskih in biokemijskih raziskavah je ključnega pomena, kateri sev S. cerevisiae 
izberemo. Pravi sev divjega tipa S. cerevisiae, ki bi bil pogosto uporabljen v genetskih 
raziskavah, ni poznan. Poleg tega sevi S. cerevisiae, ki se jih uporablja v pivovarstvu in 
pekarstvu in divji tipi S. cerevisiae niso genetsko kompatibilni z laboratorijskimi. Večina 
»običajnih« laboratorijskih sevov je v resnici mutant. V številnih genetskih raziskavah so 
uporabljeni sevi ali njihove izpeljanke, ki imajo različne lastnosti, ki močno vplivajo na 
rezultat eksperimenta. Haploidni sev S288c je pogosto uporabljen kot standard, saj je 
določeno zaporedje njegovega genoma, na voljo je veliko izogenih mutant in izpeljank tega 
seva, celice pa so dobro ločene (Mortimer in Johnston, 1986; Sherman in sod., 2002). 
Velikosti haploidnih in diploidnih celic se razlikujejo glede na fazo rasti in glede na 
posamezen sev. Tipično so diploidne celice elipsoidne in velikosti 5 × 6 µm, haploidne celice 
pa 4 µm veliki sferoidi (Sherman in sod., 2002). 
 
»Običajni« laboratorijski haploidni sevi imajo med eksponentno fazo rasti čas podvojevanja 
približno 90 minut v bogatem gojišču YPD in približno 140 minut v sintetičnem gojišču. 
Običajno sevi v gojišču YPD dosežejo maksimalno gostoto 2 × 108 celic/mL. Deset-krat 
višji titri so lahko doseženi v posebnih razmerah, npr. pri kontrolirani vrednosti pH, 
kontinuiranem dodajanju hranil ali ekstremni aeraciji (Duina in sod., 2014; Sherman in sod., 
2002). 
 
Pri eksperimentalnem delu kvasovke običajno gojimo pri 30 °C na bogatem gojišču YPD ali 
na sintetičnem gojišču. Za industrijske in druge posebne namene, kjer so zaželjeni visoki 
donosi biomase, lahko kvasovke gojimo v cenejših gojiščih z visoko aeracijo in kontrolo 
vrednosti pH (Sherman in sod., 2002). 
 
2.4.3 Kvasovka S. cerevisiae kot ekspresijski sistem 
Kvasovke so odlične celične tovarne za produkcijo funkcionalnih rekombinantnih proteinov. 
Saccharomyces cerevisiae je uporabna za izražanje heterolognih proteinov v znanstvene in 
komercialne namene. Ker ni patogena in ker je bila v zgodovini široko uporabljena v 
proizvodnji hrane, je primerna z vidika varnosti, kar omogoči uporabo tega sistema v 
različnih industrijskih procesih, tudi za produkcijo farmacevtskih proteinov (npr., humani 
inzulin). Razvoj plazmidnih vektorjev v kombinaciji z učinkovitimi inducibilnimi ali 
konstitutivnimi promotorji je omogočil izražanje številnih heterolognih proteinov v S. 
cerevisiae ( Baghban in sod., 2019; Kjeldsen, 2000; Romanos in sod., 1992). 
 
Kvasovke predstavljajo dober sistem za produkcijo kompleksnih evkariontskih proteinov. 
Imajo namreč pomembne lastnosti, kot so zmožnost pravilnih posttranslacijskih modifikacij, 
hitra rast, enostavno genetsko manipuliranje, možnosti visokih koncentracij biomase in 
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varne produkcije ter omogočajo sekrecijsko izražanje heterolognih proteinov (Preglednica 
3) (Baghban in sod., 2019). 
 
Pri produkciji heterolognih glikoproteinov pride v S. cerevisiaepogosto do hiper-
manoziliranih glikanskih struktur, ki vodijo do manjše aktivnosti in višje imunogenosti 
produktov. Zato je redukcija hiper-manoziliranih glikanov eden izmed poglavitnih ciljev pri 
produkciji heterolognih glikoproteinov v S. cerevisiae (Baghban in sod., 2019). 
 
Slabosti kot so hiperglikozilacija proteinov, nizek izplen proteinov in nestabilnost 
plazmidnih vektorjev, še vedno omejujejo komercialno proizvajanje proteinov s S. 
cerevisiae. Te omejitve so privedle do razvoja alternativnih ekspresijskih sistemov, kot sta 
metilotrofni kvasovki Pichia pastoris in Hansenula polymorpha in ne-metilotrofne 
kvasovke Yarrowia lipolytica, Kluyveromyces lactis in Arxula adeninivorans (Baghban in 
sod., 2019). 
 
Preglednica 3: Primerjava ekspresijskih sistemov E. coli in S. cerevisiae 
 
Ekspresijski sistem Prednosti Slabosti 
Bakterije (E. coli) Enoceličnost 
Kratek generacijski čas 
Enostavno gojenje 
Enostavno urejanje genoma 
Enostavna izolacija mutant 
Posekvenciran genom 
Nizka cena 
Težave pri izražanju nekaterih 
evkariontskih proteinov 
Inkluzijska telesca 
Kvasovke (S. cerevisiae) Enoceličnost 
Kratek generacijski čas 
Enostavno gojenje 
Enostavno urejanje genoma 
Enostavna izolacija mutant 
Posekvenciran genom 
Nizka cena  
Komercialna dostopnost 
Niso patogene 
Možnost sekretornega izražanja 
Visok proteinski izkupiček 
Posttranslacijske modifikacije 
Hiperglikozilacija proteinov 




2.4.4 Sekretorno izražanje rekombinantnih proteinov 
Rekombinantni proteini se lahko izražajo znotrajcelično ali pa jih preusmerimo na sekretorni 
aparat preko sekretornega signalnega peptida. Pogosto uporabljeno signalno zaporedje, ki je 
funkcionalno v vseh kvasnih ekspresijskih sistemih, je preprosto zaporedje za paritveni 
faktor α1 (MFα1) (Baghban in sod., 2019). 
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Sekretorno izražanje je kompleksen večstopenjski proces, pri katerem veliko faktorjev 
vpliva na iznos heterolognih proteinov. Heterologni proteini morajo biti pravilno zviti, 
transportirani preko sekrecijske poti in izločeni v gojišče (Kjeldsen, 2000). 
 
Sekrecijski proces je sestavljen iz translokacije preko membrane endoplazemskega 
retikuluma (ER), N-glikozilacije in zvijanja v lumnu ER, transporta iz ER do Golgijevega 
aparata (GA), posttranslacijskih modifikacij v GA, transporta s pomočjo sekretornih granul 
do celične membrane in končno izhoda v izvencelični prostor (Slika 2). Proteini, ki so 
namenjeni za sekrecijo, imajo tipično signalni peptid na N-terminalnem delu. V ER signalne 
peptidaze odstranijo signalni peptid. Oligosahariltransferaze kovalentno dodajo primarne 
oligosaharide na ohranjena zaporedja za N-glikozilacijo, s čimer se ustvari osnovni 
glikozilirani protein (Tanner in Lehle 1987). Disulfidne vezi in terciarne strukture 
membranskih in sekretornih proteinov so oblikovane v ER preden so proteini transportirani 
na njihovo ciljno destinacijo. Pravilno zvijanje proteinov v ER je lahko odvisno od pomožnih 
proteinov kot so šaperoni in proteinska disulfidna izomeraza, ki usmerjajo zvijanje in 
nastanek disulfidne vezi (Hartl, 1996). Sistem vezikularnega transporta usmerja transport 
proteina do GA na zelo reguliran način (Warren in Malhotra, 1998). V GA so osnovne 
glikanske verige glikoproteinov nadalje modificirane z glikozilacijo zunanjih verig. Iz GA 
se protein naloži v vezikle in prenese na ciljno destinacijo. Genetske analize kažejo na to, da 
vakuolarni in sekretorni proteini delijo skupno pot do GA, kjer pride do razvrščanja 
(Kjeldsen, 2000; Schekman, 1982). 
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Slika 2: Shematski prikaz sekretorne poti pri kvasovki S. cerevisiae (Delic in sod., 2013).  
Med ali po sintezi proteinov v citosolu in morebitni vezavi citosolnih šaperonov, so proteini prenešeni v lumen 
endoplazemskega retikuluma (ER), kjer so lahko glikozilirani. Pri pravilnem zvijanju pomagajo šaperoni in 
encimi. Nepravilno zviti proteini so razgrajeni v proteosomih. Pravilno zviti proteini so prenešeni do 
Golgijevega aparata (GA). Tisti proteini, ki so namenjeni za iznos iz celice so prenešeni s sekretornimi vezikli 
do celične membrane.  
Celice S. cerevisiae paritvenega tipa α izločajo peptidni feromon (α-faktor), dolg 13 
aminokislinskih ostankov, ki je nujen za parjenje z celicami nasprotnega paritvenega tipa a. 
Alfa-faktor je produkt gena MFα1, ki kodira 165 aminokislinskih ostankov dolg polipeptid 
prepro-α-faktor (Slika 3). Gen vsebuje zaporedje, sestavljeno iz signala 19 aminokislinskih 
ostankov (pre-), ki mu sledi 66 aminokislinskih ostankov dolgo pro-zaporedje s tremi 
ohranjenimi mesti za N-glikozilacijo in mestom za procesiranje s proteazo Kex2 na C-
terminalnem delu ter štiri ponovitve zrelega α-faktorja (Kurjan in Herskowitz, 1982). 
Zorenje α-faktorja zahteva procesiranje prepro-α-faktorja s štirimi različnimi proteolitičnimi 
encimi (Fuller in sod., 1988). Signalna peptidaza cepi prepro-α-faktor med aminokislinskima 
ostankoma 19 in 20. Proteaza Kex2 cepi glikozilirani pro-α-faktor za pro-peptidom in med 
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KR v pro-peptidu (eksoproteolitično procesiranje C- in N-terminalnega konca). Zorenje 
preostalega α-faktorja zahteva dipeptidilno aminopeptidazo A, ki odstrani dipeptida EA ali 
DA z N-konca proteina. Poleg tega, karboksipeptidaza serin proteaza, odstrani arginin in 




Slika 3: Domenska struktura prepro-α-faktorja. 
Večkrat je bilo pokazano, da lahko dodajanje zaporedja za α-faktor zaporedju za 
rekombinantni protein omogoča sekretorno kompetenco proteinom, izraženim v kvasovki S. 
cerevisiae (Bitter in sod, 1984; Brake in sod., 1984). Posledično je zaporedje za α-faktor 
postalo klasično zaporedje za sekrecijsko izražanje heterolognih proteinov v S. cerevisiae 
(Bitter in sod., 1984; Brake in sod, 1984; Kjeldsen, 2000). 
 
2.5 LASTNOSTI EKSPRESIJSKIH VEKTORJEV S. cerevisiae 
2.5.1 Ekspresijski vektorji in selekcijski označevalci 
Primeren vektor mora vsebovati poliklonsko mesto za vstavitev tujih genov, promotor in 
selekcijski označevalec za transformante. Kadar želimo zagotoviti večjo stabilnost 
ekspresijskega sistema, mora tak vektor vsebovati tudi tarčno zaporedje za homologno 
rekombinacijo/integracijo. Za izražanje rekombinantnih proteinov se lahko uporabi 
integracijski ali episomalni vektorski sistem. Integracijski vektorji izkazujejo zelo visoko 
stabilnost, ki je pomembna zahteva produkcijskih procesov, vendar je njihovo število kopij 
običajno nizko. Obratno so episomalni vektorji v večjem številu kopij, a so nestabilni v 
odsotnosti selekcije. Episomalni vektorji omogočajo enostavno transformacijo in se hkrati 
lahko podvojujejo v gostiteljski celici z avtonomno replikacijo. Uporaba prenosljivih 
vektorjev (ang. Shuttle vectors) omogoča poenostavitev transformacije kvasovk. Prenosljivi 
vektorji so sposobni propagacije v dveh različnih gostiteljskih vrstah. Željeni gen se vstavi 
v prenosljivi vektor in namnoži v bakteriji E. coli. Po selekciji transformant je namnožen 
vektor transformiran v kvasnega gostitelja (Baghban in sod., 2019). 
 
Ekspresijski vektorji S. cerevisiae so hibridi zaporedij iz bakterij in kvasovk. Bakterijski del 
nosi elemente, ki so nujni za propagacijo in podvojevanje v E. coli, to sta ustrezni selekcijski 
označevalec in mesto začetka podvojevanja (ang. origin of replication - ori). Kvasni del 
plazmidnega vektorja vsebuje komponente za selekcijo kvasnih transformant, kot sta gen za 
orotidin-5´-fosfat dekarboksilazo (URA3) ali β-izopropilmalat dehidrogenazo (LEU2). 
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Obstaja veliko različnih tipov vektorjev za uporabo v S. cerevisiae, vendar večina 
ekspresijskih sistemov temelji na plazmidih, ki izvirajo iz Yep vektorjev (episomalnih 
plazmidov). Običajno so v celicah v 30 kopijah ali več. Pomnožujejo se avtonomno, saj 
vsebujejo elemente kvasovkinega naravnega plazmida 2 µm. Vendar pa uporaba vektorjev 
Yep lahko vodi v nestabilne seve, kar je pogost vzrok za serijske variacije v produkcijskem 
procesu (Baghban in sod., 2019). 
 
2.5.2 Ekspresijski plazmidni vektor pYES2  
pYES2 je 5,9 kb velik ekspresijski plazmidni vektor, oblikovan za inducibilno izražanje 
rekombinantnih proteinov v S. cerevisiae. Vektor omogoča kloniranje željenega gena in 
selekcijo transformant z uracilno prototrofijo. Vektor vsebuje kvasni promotor GAL1 za 
inducibilno izražanje z galaktozo in utišanje z glukozo (Giniger in sod., 1985), poliklonsko 
mesto za kloniranje, transkripcijski terminator CYC1 za učinkovito terminacijo transkripcije 
mRNA, gen URA3 za selekcijo transformant z ura3 genotipom in gen za odpornost proti 




Slika 4: Plazmidna mapa plazmida pYES2 (pYES2 User Manual, 2008). 
Promotor GAL1 omogoča inducibilno ekspresijo genov, ki so vključeni v pYES2; promotor T7 omogoča 
transkripcijo v bakterijah in sekvenciranje; poliklonsko mesto omogoča vstavitev gena v pYES2; CYC1 
transkripcijski terminator omogoča učinkovito terminacijo in stabilizacijo mRNA; pUC ori omogoča 
vzdrževanje velikega števila kopij v E. coli; gen za rezistenco proti ampicilinu omogoča selekcijo transformant 
E. coli; gen URA3 omogoča selekcijo kvasnih transformant; 2µ ori omogoča vzdrževanje velikega števila kopij 
v kvasovki.  
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V tipičnih laboratorijskih sevih je prepisovanje genov pod nadzorom promotorja GAL1 
utišano v prisotnosti glukoze. Prepisovanje je sproženo z odvzemom glukoze in dodatkom 
galaktoze, kot vira ogljika. Prenos celic iz gojišča z glukozo v gojišče z galaktozo povzroči 
aktivacijo promotorja GAL1 in tako je omogočen začetek prepisovanja (West in sod., 1984; 
pYES2 User Manual, 2008). 
 
Celice alternativno lahko gojimo v gojišču z rafinozo kot virom ogljika. Prisotnost rafinoze 
ne utiša ali aktivira prepisovanja genov pod promotorjem GAL1. Dodatek galaktoze v 
gojišče sproži prepisovanje tudi v prisotnosti rafinoze. Aktivacija promotorja GAL1 z 
galaktozo je hitrejša v celicah, ki so sprva rastle na rafinozi v primerjavi s tistimi, ki so prej 
rastle na glukozi. V prvem primeru lahko protein zaznamo 2 uri po indukciji, v drugem pa 4 
ure po indukciji (pYES2 User Manual, 2008). 
 
2.5.3 Promotorji kvasnih ekspresijskih sistemov 
Za prekomerno izražanje heterolognih proteinov se običajno uporabljajo dobro 
okarakterizirani inducibilni ali konstitutivni promotorji z močno transkripcijsko aktivnostjo. 
Izbira pravega promotorja je ključna za učinkovito izražanje genov, saj večina regulacije 
poteka na nivoju prepisovanja. Pokazano je bilo, da pri sekretornem izražanju proteinov 
prekomerno izražanje vodi do nižjega izplena produktov na račun njihove agregacije v ER. 
Promotorji z različnimi transkripcijskimi aktivnostmi so lahko koristni za doseganje 
optimalnega sekretornega izražanja (Liu in sod., 2012). Inducibilni promotorji omogočajo 
prednost nadzora nad nivojem izražanja genov, glede na prisotnost induktorja ali represorja 
(Shen in sod., 2012). Med dobro poznane in močne promotorje, ki so v uporabi za izražanje 
heterolognih genov je tudi promotor GAL1 (Baghban in sod., 2019; Weinhandl in sod., 
2014). 
 
Običajno se izbira med inducibilnim ali konstitutivnim promotorjem. Odločitev je odvisna 
od specifičnih zahtev bioprocesa in lastnosti proteina, ki ga želimo pridobiti. Konstitutivno 
izražanje zelo močnih promotorjev, kot je npr. kvasni promotor PGAP (promotor 
glicerinaldehid-3-fosfat dehidrogenaze), ni vedno priporočljivo, saj imajo rekombinantni 
proteini lahko toksičen učinek na gostiteljski organizem (Weinhandl in sod., 2014). 
 
Nadzorovano izražanje genov je lahko doseženo z inducibilnimi ali derepresivnimi 
promotorji. Večina teh je odzivna na katabolno utišanje ali reagira na druge okoljske 
razmere, kot so stres, pomanjkanje ali akumuliranje esencialnih amino kislin, ionske 
osmotske razmere znotraj celice in drugi. V praksi se najbolj pogosto uporabljajo promotorji, 
ki so odvisni od vira ogljika. Z nadzorovanim izražanjem genov sta ločeni gostiteljeva faza 
rasti in faza produkcije proteina. V prvi fazi je tako omogočena maksimalna hitrost rasti, saj 
energetsko potrošna produkcija proteina po indukciji omeji rast (Weinhandl in sod., 2014). 
18 
Katrašnik M. Izolacija in karakterizacija … erilizina B, pripravljenega v  kvasovki S. cerevisiae.  
      Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020 
 
 
Nekateri promotorji so utišani v prisotnosti glukoze in morajo biti dodatno sproženi z 
alternativnim virom ogljika. Induktor je ali produkt celice same ali ga dodamo v gojišče. 
Alternativni induktorji za regulirano izražanje genov so lahko galaktoza, maltoza, saharoza 
in nekateri drugi viri ogljika, kot so oleat, glicerol, acetat ali etanol. Promotorji GAL so 
najbolj tipični in najbolj okarakterizirani primeri promotorjev. So močno regulirani, 
galaktoza je v vlogi induktorja (Weinhandl in sod., 2014). 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 MATERIAL 
3.1.1 Laboratorijska oprema in aparature 
Preglednica 4: Seznam uporabljene laboratorijske opreme in aparatur. 
 
Laboratorijska oprema in aparature Proizvajalec  
Analitska tehtnica MC 210 P Sartorius 
Aparatura za agarozno elektroforezo 
Elektroforezni aparat Mini submarine unit 
Usmernik EPS 1001 
Amersham Pharmacia 
biotech 
Aparatura za NaDS-PAGE in prenos western 
Eketroforetska enota Mini-PROTEAN Tetra System 
Enota za prenos western Mini Trans-Blot® 
Usmernik PowerPac 1000 
Usmernik PowerPac HC 
Bio-Rad 
Aparatura za PCR Mastercycler epgradient Eppendorf 
Aparatura za slikanje gelov G:BOX Syngene 
Avtoklav  Kambič 
Centrifuga 3-30 KS Sigma 
Centrifuga 5415 R Eppendorf 
Centrifuga 5418  Eppendorf 
Centrifuga Centric 322A Tehtnica 
Električni grelnik Clatronic 
Gorilnik  Brunsen 
Gravitacijska kolona za Ni-NTA Sigma 
Hladilnik + 4 °C Gorenje 
Hladilnik – 20 °C Liebherr 
Hladilnik – 80 °C Ultra Low Sanyo 
Hladilna soba  Smeva 
Inkubator in stresalnik Innova 42 Incubator Shaker Series Innova  
Kopel  Memmert  
Laminarij c-macPro-130 Iskra PIO 
Magnetno mešalo RCT basic Ika 
Mikro čitalec Infinite M1000 Tecan  
Mikrovalovna pečica Gorenje 
Nanodrop  Thermo Scientific 
NC membrana Trans-Blot® Transfer Medium (0,45 µm) Bio-Rad 
Aparatura PCR  Bio-Rad in Omega 
pH-meter SevenMultiTM Mettler Toledo 
Pipete (0,1-2,5 µL, 0,5-10 µL, 2-20 µL, 20-100 µL, 20-200 µL, 
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Nadaljevanje preglednice 4: Seznam uporabljene laboratorijske opreme in aparatur. 
 
Rotacijski stresalnik The Belly Dancer/hybridization vodna kopel Stovall Life Sciences Inc. 
Spektrofotometer Shimadzu UV-1800 Shimadzu 
Stresalnik Innova 2300 New Brunswick Scientific 
Stresalnik Vibromiks 203EVT Tehtnica 
Tehtnica L420 S Sartorius 
Tehtnica MC210P Sartorius 
Termostatiran stresalnik Thermo Shaker TS100 Lab4You GmbH 
Topla soba Smeva 
Transiluminator  Biostap 
Vibracijski stresalnik Vibromix 10 Tehtnica 
Vodna kopel FisherbrandTM IsotempTM Digital Control Water 
Baths: Model 215 
Fisher Scientific 
Vodna kopel Mini stat 125 Huber  
 
3.1.2 Steklovina in potrošni material 
Preglednica 5: Seznam uporabljene steklovine in potrošnega materiala. 
 
Steklovina in potrošni material 
Aluminijasta folija 
Centrifugirke (15 mL, 50 mL) 
Cepilna zanka 
Epruvete  
Erlenmajerice (100 mL, 150 mL, 250 mL, 500 mL, 750 mL) 
Filter 0,2 nm 
Infuzijske stekleničke (100 mL, 200 mL, 500 mL, 1 L) 
Kivete  
Krioviale  





3.1.3 Kemikalije in komercialni pufri 
Preglednica 6: Seznam uporabljenih kemikalij in komercialnih pufrov. 
 
Kemikalija Proizvajalec 
Agar  VWR BDH chemicals 
Agaroza Sigma  
30-% akrilamid Bio-Rad 
Amonijev sulfat ((NH4)2SO4) Sigma  
Bacto pepton Difco 
CSM-URA Formedium  
Se nadaljuje... 
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Nadaljevanje preglednice 6: Seznam uporabljenih kemikalij in komercialnih pufrov. 
 
dH2O  
1,4-ditiotreitol (DTT) Fluka  
DNA lestvica 1 kb Thermo Fisher Scientific 
10x DNA nanašalno barvilo Thermo Fisher Scientific 
10 mM dNTP Thermo Fisher Scientific 
EDTA Carlo Erba, Serva 
Etidijev bromid Sigma 
Etanol 96-% Carlo Erba 
Formaldehid  Sigma 
Galaktoza  Sigma 
Glicerol  Carlo Erba 
Glicin Sigma 
Glukoza  Thermo Fisher Scientific 
Imidazol Sigma 
Kalijev klorid (KCl) Merck 
Kvasni ekstrakt Difco 
LB LLG Labware 
Litijev acetat (CH3COOLi) Sigma-Aldrich 
10 x mešanica naključnih RT začetnih oligonukleotidov Applied Biosystems 
Magnezijev klorid (MgCl2) Merck 
Metanol Carlo Erba 
MQ  
Natrijev dodecil sulfat (NaDS) Roth 
Natrijev hidroksid (NaOH) Thermo Fisher Scientific 
Natrijev klorid (NaCl) Merck 
Ni-NTA agaroza Sigma 
Ocetna kislina (CH3COOH) Merck 
Polietilen glikol (PEG 3350) Sigma-Aldrich 
Proteinska lestvica 
(PageRuler™ Prestained Protein Ladder) 
Thermo Fisher Scientific 
5x pufer za ligacijo Thermo Fisher Scientific 
 
3.1.4 Raztopine, pufri in gojišča 
Preglednica 7: Seznam uporabljenih raztopin, pufrov in gojišč ter njihova sestava. 
 
Raztopine, gojišča in standardi Sestava  
Citratni pufer 0,476 g Na-hidrogencitrat, 0,702 g 
glukoza, dH2O do 100 mL, pH 7,4 
Enoverižna DNA 2 mg enoverižne DNA, 2 mL dH2O 
70-% etanol 7 mL 96-% EtOH, dH2O do 10 mL 
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Nadaljevanje preglednice 7: Seznam uporabljenih raztopin, pufrov in gojišč ter njihova sestava. 
 
40-% glukoza 40 g glukoza, dH2O do 100 mL 
Luria Bertanijevo gojišče (LB) 1-% (m/v) tripton, 0,5-% (m/v) kvasni 
ekstrakt, 1-% (m/v) NaCl (15 mg/mL 
agar) 
LB + 30-% glicerol 18,75 mL 80-% glicerol, 31,25 mL LB 
Litijev acetat (LiAc) 0,1 M 1,02 g LiAc, dH2O do 100 mL 
Litijev acetat (LiAc) 1 M 10,2 g LiAc, dH2O do 100 mL 
Magnezijev klorid (MgCl2) 1 M 9,52 g MgCl2, dH2O do 100 mL 
80 mM magnezijev klorid (MgCl2), 20 mM kalcijev klorid 
(CaCl2) 
8 mL 1M MgCl2, 2 mL 1M CaCl2, dH2O 
do 100 mL 
10-% natrijev dodecil sulfat (NaDS) 1 g NaDS, dH2O do 10 mL 
NaDS elektroforezni pufer (10x) 3,03-% (m/v) Tris, 14,4-% (m/v) glicin, 
1-% (m/v) NaDS 
NaDS ločevalni gel, 12,5-% (0,75 mm) 4,225 mL dH2O, 2,5 mL 1,5 M Tris (pH 
8,8), 3,125 mL 30-% (m/V) akrilamid, 
100 µL 10-% (m/V) NaDS, 50 µL 10-% 
(m/V) APS, 5 µL TEMED 
NaDS nanašalni gel, 4-% (0,75 mm) 1,270 mL dH2O, 500 µL 0,5 M Tris (pH 
6,8), 200 µL 30-% (m/V) akrilamid, 20 
µL 10-% (m/V) NaDS, 10 µL 10-% 
(m/V) APS, 2 µL TEMED 
50-% polietilen glikol 3350 (PEG – 3350) 2,5 g PEG – 3350, 5 mL dH2O 
Pufer za elucijo (Ni-NTA) 50 mM NaH2PO4*2H2O; 300 mM NaCl; 
300mM imidazol; pH 7,5 
Pufer za lizo (Ni-NTA) 50 mM NaH2PO4*2H2O; 300 mM NaCl; 
pH 7,5 
Pufer za spiranje (Ni-NTA) 50 mM NaH2PO4*2H2O; 300 mM NaCl; 
25mM imidazol; pH 7,5 
TBE 5,4-% (m/v) Tris baza, 2,7-% (m/v) 
borova kislina, 2-% (v/v) 0,5 M EDTA 
TBS 199 mM Tris, 3 M NaCl, pH 8 
TBST 199 mM Tris, 3 M NaCl, 0,1-% (v/v) 
Tween-20, pH 8 
YNB - URA 0,17-% (m/v) YNB-AA, 0,5-% (m/v) 
(NH4)2SO4, 0,067 (m/v) CSM-URA, 2-
% (m/v) sladkorja  
YPD 1-% (m/v) kvasni ekstrakt, 2-% (m/v) 
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3.1.5 Uporabljeni komercialni kompleti reagentov 
Preglednica 8: Seznam uporabljenih komercialnih kompletov. 
 
Komplet  Proizvajalec  
ECL™ Western Blotting Detection Reagents GE Healthcare 
High-Cpacity cDNA Reverse Transcription Kit Applied Biosystems 
GeneJET Plasmid Miniprep Kit Thermo Fisher Scientific 
GeneJET Gel Extraction Kit Thermo Fisher Scientific 
RNA Purification Kit Ambion 
 
3.1.6 Encimi in antibiotiki 
Preglednica 9: Seznam uporabljenih encimov in antibiotikov. 
 
Ime  Proizvajalec  
BamHI Thermo Scientific 
KpnI Thermo Scientific 
MluI Thermo Scientific 
XbaI Thermo Scientific 
Ligaza T4 Thermo Scientific 
Polimeraza Q5 High-Fidelity NEB 
Polimeraza Phusion Thermo Fisher Scientific 
Reverzna transkriptaza Applied Biosystems 
Ampicilin  Sigma 
 
3.1.7 Raztopljeni antibiotiki 
Preglednica 10: Koncentracija shranjenih raztopljenih antibiotikov in njihova delovna koncentracija. 
 
Ime  Koncentracija  Delovna koncentracija 
Ampicilin  100 mg/mL 100 µg/mL 
 
3.1.8 Plazmidni vektorji 
Preglednica 11: Seznam uporabljenih plazmidov. 
 
Plazmid  Vir  
pUC57 GenScript 
pYES2 Thermo Fisher Scientific, ZDA 
pYES2 + pro-α-f  Biotehniška fakulteta, UL 
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3.1.9 Začetni oligonukleotidi 
Preglednica 12: Seznam uporabljenih začetnih oligonukleotidov. 
 










fragmentu ERYB za 
nadaljnjo vstavitev 

























5'- CGTCAAGGAGAAAAAACCCCGG – 3' 
ERYB -seq-
(R´) 
5' – CTTCCTTTTCGGTTAGAGCGGA – 3' 
 
3.1.10 Genski zapisi  
Preglednica 13: Seznam uporabljenih genov. 
 
Oznaka  Opis  Vir  
EryB Gen za protein erilizin B GenScript 
 
3.1.11 Protitelesa 
Preglednica 14: Seznam uporabljenih protiteles. 
 
Protitelesa  Proizvajalec  
Primarna protitelesa 
6 x his tag monoclonal Ab (his.h8), # MA 1-21315 
Sekundarna protitelesa 
Anti MOUSE, Jackson Immunores., # 115-035-003 
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3.1.12 Mikroorganizmi  
Preglednica 15: Seznam uporabljenih bakterijskih in kvasnih sevov. 
 
Organizem  Genotip  Vir  
Escherichia coli DH5α F- endA1 glnV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 deoR 




Escherichia coli DH5α + 
pYES2 
F- endA1 glnV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 deoR 
nupG ɸ80dlacZΔM15 Δ(lacZYA-argF)U169 
hsdR17(rK-mK+) λ- + pYES2 
Biotehniška 
fakulteta, UL 
Escherichia coli DH5α + 
pYES2 + pro-α-f  
F- endA1 glnV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 deoR 
nupG ɸ80dlacZΔM15 Δ(lacZYA-argF)U169 
hsdR17(rK-mK+) λ- + pYES2 + pro-α-f 
Biotehniška 
fakulteta, UL 
Escherichia coli DH5α + 
pYES2 + pro-α-f + yeGFP 
F- endA1 glnV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 deoR 
nupG ɸ80dlacZΔM15 Δ(lacZYA-argF)U169 










MATα his3D1 leu2 trp1-289 ura3-52 MAT 









3.2 METODE  
3.2.1 Sestavljanje zaporedja fragmenta 
Preden smo naročili nukleotidno zaporedje gena za protein EryB (PRILOGA A), smo genski 
kod optimizirali za kvasovko S. cerevisiae. Zaporedju smo dodali restrikcijski mesti in tako 
v nadaljevanju omogočili ligacijo v ustrezni vektor. Na N – terminalni del proteina smo 
dodali tudi zaporedje za histidinski repek in mesto, kjer cepi trombin (Slika 5). Zaporedje 




Slika 5: Domenska struktura pričakovanega proteina EryB. 
Oranžno: poli-histidinski repek za izolacijo proteina, vijolično: mesto, kjer cepi trombin, za odstranjevanje 
polihistidinskega-repka, modro: protein EryB. 
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3.2.2 Priprava ekspresijskih sistemov 
Pripravili smo tri različne ekspresijske sisteme (Slika 6). Najprej smo pripravili ekspresijski 
sistem za izražanje proteina EryB v citoplazmi in sicer plazmid pYES2 z genom za 
rekombinantni protein EryB (pYES2 + ERYB) (Slika 7). V nadaljevanju smo pripravili še 
dva ekspresijska sistema za iznos proteina iz celice in sicer plazmid pYES2 z genom za 
rekombinantni protein EryB in dodanim α-faktorjem za iznos iz celice (pYES2 + pro-α-f + 
ERYB) ter plazmid pYES2 z genom za rekombinantni protein EryB, dodanim α-faktorjem 
za iznos iz celice in dodanim yeGFP za možnost dodatnega zaznavanja proteina preko 
merjenja fluorescenčnega signala (pYES2 + pro-α-f + ERYB + yeGFP) (Sliki 9 in 10). 
Ekspresijske sisteme za izražanje v citoplazmi oz. za iznos proteinov iz celice smo pripravili 




Slika 6: Shematski prikaz različnih proteinov, ki smo jih izražali.  
Rekombinantni protein EryB, rekombinantni protein EryB z dodanim α-faktorjem za iznos iz celice ter 




3.2.3 Priprava ekspresijskega sistema za izražanje v celici 
3.2.3.1 Priprava vektorja pYES2 
 
Izolacija plazmida pYES2 iz E. coli DH5α 
  
Plazmidni vektor pYES2 smo izolirali iz celic seva E. coli DH5α, ki so vsebovale ta plazmid 
in  bile shranjene v obliki trajnika pri -80 °C. Celice smo razmazali na plošče LB z dodanim 
ampicilinom (100 µg/mL) in posamezno kolonijo razraščali v tekočem gojišču LB z 
dodanim ampicilinom (100 µg/mL). Iz prekonočne kulture smo nato s pomočjo 
komercialnega kompleta reagentov GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific) 
izolirali plazmid po navodilih proizvajalca. 
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Rezanje plazmida pYES2 
  
Reakcijo restrikcije smo pripravili v ledeni kopeli in sicer smo uporabili restrikcijska encima 
KpnI in XbaI (Fast Digest, Thermo Scientific). Poleg tega smo v reakcijo zamešali še 10-
kratni pufer za rezanje, plazmid pYES2 in vodo brez deoksiribonukleaz do končnega 
volumna 40 µL, kot je navedeno v Preglednici 16. 
 
Preglednica 16: Sestava restrikcijske mešanice. 
 
Voda brez deoksiribonukleaz 37 µL 
KpnI 2,5 µL 
XbaI 2,5 µL 
10-kratni pufer za rezanje 5 µL 
Plazmid pYES2 3 µL (2 µg) 
 
Restrikcijsko mešanico smo inkubirali pri 37 °C, 20 min. Nato smo encima deaktivirali z 10 
min inkubacijo pri 65 °C. Uspešnost restrikcije smo preverili z agarozno elektroforezo. 
 
Agarozna gelska elektroforeza 
 
Za pripravo agaroznega gela smo v 30 mL pufra TBE zatehtali 0,6 g agaroze in segrevali v 
mikrovalovni pečici toliko časa, da se je agaroza raztopila. Gel smo ohladili na 60 °C in mu 
dodali 1,5 µL raztopine etidijevega bromida (10 mg/mL) ter premešali. Gel smo razlili v 
predpripravljeni nosilec za gel z glavnikom. Ko se je gel strdil, smo ga prenesli v 
elektroforezno banjico in zalili s pufrom TBE. Vzorce DNA smo pripravili tako, da smo 5 
µL vzorca primešali 1 µL nanašalnega pufra in zmes vnesli v jamico agaroznega gela. Poleg 
vzorcev smo na gel nanesli tudi lestvico (raztopino fragmentov DNA znanih velikosti). 
Elektroforezno banjico smo priključili na električno polje (90 V, 45 min oziroma toliko časa, 
da so bili fragmenti dovolj ločeni) in po končani elektroforezi gel analizirali ob osvetlitvi z 
UV. 
 
Čiščenje rezanega plazmida pYES2 
 
Ko smo pokazali, da je restrikcija uspešna, smo na agarozni gel odpipetirali celoten volumen 
restrikcijske mešanice. Na UV-transiluminatorju smo s sterilnim skalpelom izrezali del gela, 
kjer se je nahajal rezan plazmidni vektor in ga položili v predhodno stehtano 2 ml 
mikrocentrifugirko. Plazmidni vektor smo iz gela čistili s pomočjo komercialnega kompleta 
GeneJET Gel Extraction Kit po navodilih proizvajalca. Izolirane, rezane in očiščene 




Katrašnik M. Izolacija in karakterizacija … erilizina B, pripravljenega v  kvasovki S. cerevisiae.  
      Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020 
 
3.2.3.2 Priprava fragmenta EryB 
 
Transformacija in namnoževanje pUC57 + ERYB v E. coli DH5α 
 
Ker smo nukleotidno zaporedje za EryB naročili kot fragment v plazmidnem vektorju 
pUC57, smo ta plazmid transformirali v bakterijo E. coli DH5α in ga tam namnožili. Najprej 
smo pripravili kompetentne celice seva DH5α. S cepilno zanko smo prenesli 1 bakterijsko 
kolonijo v 10 mL gojišča LB. Inkubirali smo preko noči pri 37 °C na rotacijskem stresalniku 
pri 180 obratih/min. Naslednji dan smo precepili 2 mL prekonočne kulture v 100 mL 
svežega, na 37 °C ogretega gojišča SOB. Precepljene kulture smo inkubirali pri 37 °C na 
rotacijskem stresalniku pri 180 obratih/min do optične gostote pri 600 nm A600 = 0,375 
(približno 2 uri, koncentracija celic 108 bakterij/mL). Sto mL kulture smo prelili v dve 50 
mL centrifugirki in ju inkubirali v ledeni kopeli 10 min. Ohlajeni kulturi smo centrifugirali 
10 min pri 4 °C in 8000 obr./min. Popolnoma smo odstranili supernatant in usedlino celic 
resuspendirali v 6 mL ohlajene raztopine s sestavo 80 mM MgCl2 in 20 mM CaCl2 ter 
inkubirali 30 min v ledeni kopeli. Ponovno smo centrifugirali 10 min pri 4 °C in 8000 
obr./min. Popolnoma smo odstranili supernatant in usedlino celic resuspendirali v 300 µL 
ohlajenega (0 °C) 80 mM MgCl2, 20 mM CaCl2 z 20-% glicerolom. Kompetentne celice smo 
alikvotirali po 50 µL. 
 
Ko smo kompetentne celice pripravili smo nadaljevali s postopkom transformacije 
kompetentnih celic. Na 50 µL pripravljenih kompetentnih celic smo dodali 200 ng (1 µL) 
plazmidne DNA. Po 20-minutni inkubaciji v ledeni kopeli smo v vodni kopeli (42 °C) izvedli 
temperaturni šok, ki je trajal natančno 90 sek ter celice postavili nazaj na led. 
Transformacijski mešanici smo dodali 200 µL gojišča LB in inkubirali 45 min na 
rotacijskem stresalniku pri 180 obr./min in 37 °C. Po inkubaciji smo transformacijsko 
mešanico razmazali na LB agarske plošče z dodanim ampicilinom (100 µg/mL) in inkubirali 
čez noč pri 37 °C. 
 
Izolacija plazmida pUC57+ ERYB 
  
Plazmid pUC57 z vstavljenim nukleotidnim zaporedjem gena, ki kodira EryB smo izolirali 
iz transformiranih in namnoženih celic E. coli DH5α s pomočjo komercialnega kompleta 
GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific) po navodilih proizvajalca. Po izolaciji 
plazmidnega vektorja, smo izvedli kontrolno restrikcijo. 
 
Rezanje zaporedja ERYB iz plazmida pUC57+ ERYB 
  
Plazmid pUC57 z vstavljenim zaporedjem gena, ki kodira EryB smo rezali z istim parom 
encimov, kot je opisano v preglednici 16 po postopku, opisanem zgoraj (1.2). Tako smo 
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dobili izrezano nukleotidno zaporedje ERYB, ki smo ga v naslednjem koraku vključili v 
ekspresijski plazmidni vektor pYES2. 
 
3.2.3.3 Priprava konstrukta pYES2 + ERYB 
 
Ligacija rezanega plazmida pYES2 in rezanega fragmenta ERYB 
 
Ligirali smo z istimi restrikcijskimi encimi (KpnI in XbaI) rezani plazmid pYES2 in 
fragment ERYB. V 1,5-ml mikrocentrifugirki, ki je bila ves čas priprave na ledu, smo 
pripravili ligacijsko mešanico s končnim volumnom 20 µL. Petindvajsetim ng DNA 
prečiščenega vektorja smo dodali takšno količino fragmenta, da je bilo molsko razmerje 
vektorja in fragmenta 1:3. Dodali smo T4 DNA ligazo, katere volumen ni smel presegati 
1/10 končnega volumna ligacijske mešanice ter 1/10 končnega volumna 10-kratnega pufra 
za T4 DNA-ligazo (Preglednica 17). Ligacijsko mešanico smo premešali in centrifugirali 2 
sek. Inkubirali smo pri 22 °C, 30 min. Dobili smo konstrukt pYES2 + ERYB, kar smo 
preverili tako, da smo konstrukt transformirali v celice E. coli DH5α, ga izolirali in preverili 
s kontrolno restrikcijo ter sekvenciranjem. 
 
Preglednica 17: Sestava ligacijske mešanice. 
 
Vektor 1,8 µL 
Fragment DNA 1,7 µL 
Ligacijski pufer 2 µL 
ddH2O 12,6 µL 
T4 DNA ligaza 1,9 µL 
 
Kot kontrolo smo v restrikcijsko mešanico dali vodo namesto fragmenta. Ta kontrola nam 
po transformaciji pove, kolikšen del plazmidov se je lineariziral le z enim od dveh 
restrikcijskih encimov in zato med ligacijo oblikoval nazaj v krožno molekulo brez 
vstavljenega fragmenta. Po transformiciji celic s takšnim plazmidom bodo namreč na 
selekcijskih gojiščih tudi zrasle kolonije. Predpostavljamo, da je lahko enako število kolonij 
na selekcijskih gojiščih, na katere smo razmazali celice transformirane z našim konstruktom, 
tudi brez fragmenta. Na podlagi tega se odločimo, koliko kolonij je smiselno preveriti 
glednae uspešnost sestavljanja konstrukta. 
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Slika 7: Shematski prikaz sestavljanja konstrukta pYES2 + ERYB. 
 
Tako fragment ERYB kot vektor pYES2 smo rezali z restrikcijskima encimoma KpnI in XbaI. Po ligaciji 
smo dobili konstrukt pYES2 + ERYB (ERYB je označen z rožnato). 
 
3.2.3.4 Transformacija konstrukta v E. coli DH5α  
 
Po ligaciji smo 5 µL ligacijske mešanice transformirali v 50 µL kompetentnih celic E. coli 






z encimoma KpnI in 
XbaI 
Restrikcija vektorja z 
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3.2.3.5 Izolacija konstrukta pYES2 + ERYB in sekvenciranje 
 
Plazmid pYES2 + ERYB smo po namnoževanju izolirali iz E. coli DH5α s pomočjo 
komercialnega kompleta GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific) po navodilih 
proizvajalca. S kontrolno restrikcijo (po protokolu opisanem pod 1.2), agarozno 
elektroforezo (1.3) po restrikciji in sekvenciranjem pri podjetju Microsynth AG smo 
preverili uspešnost ligacije in pravilnost nukleotidnega zaporedja, ki kodira EryB v plazmidu 
pYES2. 
 
3.2.4 Priprava ekspresijskih sistemov za iznos proteinov iz celice 
Konstrukta pYES2 + pro-α-f + ERYB in pYES2 + pro-α-f + ERYB + yeGFP smo sestavljali 
s prekrivajočo reakcijo s polimerazo (ang. overlap PCR; OL PCR, Slika 8). Ker kvasovke 
preferenčno popravljajo dvojne zlome s homologno rekombinacijo, se lahko s 
transformacijo v celice vnese lineariziran plazmid in fragment, podaljšan za zaporedje, ki je 
homologno zaporedjema ob dvojnem zlomu plazmida. Kvasne celice bi ju same združile in 
rekombinantni vektor pomnožile. Ker pa smo pred transformacijo v kvasovke želeli s 
sekvenciranjem potrditi, da je fragment pravilno vstavljen v vektor in da ni prišlo do mutacij, 
smo fragment z dodanimi homolognimi zaporedji v rezan plazmid vstavili s prekrivajočo 
verižno reakcijo s polimerazo (OL PCR). Pri tej vrsti PCR fragment z homolognimi 
zaporedji deluje kot začetni oligonukleotid. Po denaturaciji in prileganju insert hibridizira 





Slika 8: Shematski prikaz prekrivajočega PCR (Bryksin in Matsumura, 2010). 
A: Fragment je podaljšan s PCR tako, da ima končni produkt prekrivajoča homologna zaporedja z vektorjem.; 
B: Vektor in fragment sta združena v mešanici PCR, poteče denaturacija in prileganje homolognih zaporedij 
fragmenta na homologna zaporedja plazmida. Sledi več ciklov podaljševanja.; C: Produkt OL PCR je plazmid 
z vstavljenim fragmentom, ki se lahko transformira in namnoži v celicah.  
 
3.2.5 Priprava vektorjev pYES2 + pro-α-f in pYES2 + pro-α-f + yeGFP 
Vektorja smo za prekrivajočo PCR reakcijo pripravili tako, da smo ju rezali z dvema 
restrikcijskima encimom in ju na ta način odprli. Fragmentoma smo z reakcijo PCR dodali 
zaporedja homologna tistim na vektorjih, kamor smo ju želeli vstaviti. 
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3.2.5.1 Izolacija plazmidov pYES2 + pro-α-f in pYES2 + pro-α-f + yeGFP 
 
Že pripravljena plazmida pYES2 + pro-α-f in pYES2 + pro-α-f + yeGFP smo izolirali iz 
trajnikov E. coli DH5α po predhodno opisanem protokolu za izolacijo plazmida (1.1). 
 
3.2.5.2 Rezanje in čiščenje plazmidnih vektorjev 
 
Oba plazmida smo linearizirali z dvema restrikcijskima encimoma (KpnI in BamHI) ter ju 
čistili po že opisanem protokolu (1.2).  
 
3.2.6 Priprava fragmentov pro-α-f  + ERYB in pro-α-f + ERYB + yeGFP 
3.2.6.1 Priprava začetnih oligonukleotidov 
 
Ker smo konstrukta pYES2 + pro-α-f + ERYB in pYES2 + pro-α-f + ERYB + yeGFP 
sestavljali s prekrivajočim PCR, smo morali zagotoviti prekrivajoča se homologna zaporedja 
na koncih vsakega od fragmentov in rezanih plazmidov. Z reakcijo PCR in ustreznimi 
začetnimi nukleotidi, ki smo jih oblikovali v programu SnapGene, (Preglednica 12) smo na 
oba konca zaporedja, ki kodira EryB, dodali zaporedja homologna tistim na vektorju, kamor 
smo želeli vstaviti pomnožek.  
 
3.2.6.2 Verižna reakcija s polimerazo za pripravo fragmentov pro-α-f  + 
ERYB in pro-α-f  + ERYB + yeGFP 
 
Z verižno reakcijo s polimerazo smo zaporedju, ki kodira EryB dodali homologna zaporedja 
in ga namnožili. Uporabili smo DNA polimerazo Phusion. 
 
Preglednica 18: Sestava reakcijske mešanice za verižno reakcijo s polimerazo za pridobivanje 
fragmentov ERYB + pro-α-f in ERYB + pro-α-f + yeGFP. 
 
5x pufer Phusion GC  4 µL 
10 mM mešanica dNTP 0,4 µL 
10 µM smerni začetni oligonukleotidi  1 µL 
10 µM protismerni začetni oligonukleotidi  1 µL 
Matrična DNA (fragment ERYB) 1 µL* 
DNA polimeraza Phusion 0,2 µL 
Se nadaljuje... 
Nadaljevanje preglednice 18: Sestava reakcijske mešanice za verižno reakcijo s polimerazo za pridobivanje 
fragmentov ERYB + pro-α-f in ERYB + pro-α-f + yeGFP. 
DMSO 0,6 µL 
Voda brez nukleaz Do 25 µL 
 
* Pri izračunu volumna dodane matrične DNA smo upoštevali, da v 50 µL reakcijsko mešanico dodamo 1 pg 
– 10 ng plazmidne DNA. 
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Preglednica 19: Protokol za verižno reakcijo s polimerazo za pridobivanje fragmentov ERYB + pro-α-f 




98 °C 30 sek 
Denaturacija DNA 98 °C 10 sek  
30 ciklov Prileganje začetnih 
oligonukleotidov 
59/62 °C* 30 sek 
Podaljševanje DNA 72 °C 45 sek** 
Podaljševanje DNA 72 °C 10 min 
Konec  4 °C ∞ 
*Temperatura prileganja začetnih oligonukleotidov je izračunana glede na njihovo dolžino in nukleotidno 
sestavo ter glede na uporabljeno polimerazo. Za fragment ERYB + pro-α-f 59 °C in za fragment ERYB + pro-
α-f + yeGFP 62 °C. Za izračun smo uporabili na spletu dostopno orodje NEB Tm calculator 
(https://tmcalculator.neb.com/#!/main). 
** Čas podaljševanja je izračunan glede na dolžino fragmenta, ki ga želimo pomnožiti (20-30 sek/ 1 kb). 
 
Po končani verižni reakciji s polimerazo smo celotni volumen reakcijskih mešanic nanesli 
na agarozni gel, ločili z agarozno gelsko elektroforezo (1.3) in ustrezne fragmente čistili iz 
gela (1.4). 
 
3.2.7 Priprava konstruktov pYES2 + pro-α-f  + ERYB in pYES2 + pro-α-f  + 
ERYB + yeGFP 
3.2.7.1 Prekrivajoča verižna reakcija s polimerazo (OL PCR) 
 
S prekrivajočo verižno reakcijo s polimerazo smo v predhodno rezan plazmid vstavili izbrani 
fragment po principu hibridizacije. V tem primeru imajo homologni konci funkcijo začetnih 
oligonukleotidov. Uporabili smo DNA polimerazo Q5 H-F. 
 
Preglednica 20: Sestava reakcijske mešanice za prekrivajočo PCR. 
 
5x Q5 reakcijski pufer 5 µL 
10 mM mešanica dNTP 0,5 µL 
Matrična DNA 1 µL plazmida + 3 µL fragmenta* 
Q5 H-F DNA polimeraza 0,25 µL 
GC ojačevalec 5 µL 
Voda brez nukleaz Do 25 µL 
* Pri izračunu volumna dodanega plazmida in fragmenta smo upoštevali, da v 50 µL reakcijsko mešanico 
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98 °C 30 sek 
Denaturacija DNA 98 °C 10 sek  
30 ciklov Prileganje homolognih 
koncev 
55 °C* 30 sek 
Podaljševanje DNA 72 °C 4 min** 
Podaljševanje DNA 72 °C 10 min 
Konec  4 °C ∞ 
 
* Temperatura prileganja homolognih koncev je izračunana glede na njihovo dolžino in nukleotidno sestavo 
ter glede na uporabljeno polimerazo. 
** Čas podaljševanja je izračunan glede na dolžino fragmenta, ki ga želimo pomnožiti (20-30 sek/ 1 kb). 
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 Slika 9: Shematski prikaz sestavljanja konstrukta pYES2 + pro-α-f  + ERYB. 
Vektor pYES2 + pro-α-f smo rezali z restrikcijskima encimoma KpnI in BamHI, fragmentu ERYB pa smo z 
reakcijo PCR dodali homologna zaporedja. Vektor in fragment smo nato združili preko homologne 
rekombinacije z reakcijo prekrivajočega PCR v konstrukt pYES2 + pro-α-f  + ERYB (ERYB je označen z 
rožnato). 
  
Restrikcija vektorja z 




ERYB z reakcijo PCR 
PREKRIVAJOČ 
PCR 
pYES2 + pro-α-f 
Rezan pYES2 + pro-α-f 
 
pYES2 + pro-α-f  + 
ERYB 
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 Slika 10: Shematski prikaz sestavljanja konstrukta pYES2 + pro-α-f  + ERYB + yeGFP. 
Vektor pYES2 + pro-α-f + yeGFP smo rezali z restrikcijskima encimoma KpnI in BamHI, fragmentu ERYB pa 
smo z reakcijo PCR dodali homologna zaporedja. Vektor in fragment smo nato združili preko hibridizacije z 




pYES2 + pro-α-f + yeGFP 
pYES2 + pro-α-f  + ERYB + 
yeGFP 
Restrikcija vektorja z 
encimoma KpnI in 
XbaI 
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3.2.7.2 Transformacija konstruktov pYES2 + pro-α-f  + ERYB in pYES2 + 
pro-α-f  + ERYB + yeGFP v E. coli DH5α 
 
Konstrukta pYES2 + pro-α-f  + ERYB in pYES2 + pro-α-f  + ERYB + yeGFP smo 
transformirali in namnožili v bakteriji E. coli DH5α (2.1). 
3.2.7.3 Izolacija konstruktov pYES2 + pro-α-f  + ERYB in pYES2 + pro-α-f  
+ ERYB + yeGFP in sekvenciranje 
 
Oba konstrukta smo izolirali po predhodno opisanem protokolu (2.2) ter vstavitev 
fragmentov preverili s kontrolno restrikcijo, kjer smo uporabili restrikcijska encima KpnI in 
MluI, (1.2). Pravilnost konstruktov smo preverili tudi s sekvenciranjem. 
 
3.2.8 Izražanje proteina EryB 
 
3.2.8.1 Kemijska transformacija kvasovk z litijevim acetatom 
 
V 10 mL tekočega gojišča YPD smo pripravili prekonočne kulture treh sevov kvasovk S. 
cerevisiae, in sicer BY4741, CEN.PK in INVSc1. Naslednji dan smo izmerili optično 
gostoto pri 600 nm. Potreben volumen inokuluma smo izračunali tako, da je bila začetna 
optična gostota kvasovk v 15 mL gojišča enaka 0,1. Razraščali smo vsaj dva generacijska 
časa, da smo dobili celice v logaritemski fazi rasti (približno 4 ure) oz. da je bila optična 
gostota celic pri 600 nm enaka 0,5. Vsebino smo prenesli v 15 mL centrifugirke in 
centrifugirali 5 min pri 3000 obr./min in sobni T. Ko smo odstranili supernatant smo usedlino 
resuspendirali v 6 mL sterilne vode ter rahlo premešali na vibracijskem mešalu. Ponovno 
smo centrifugirali 5 min pri 3000 obr./min in sobni T ter odstranili supernatant. Usedlino 
smo resuspendirali v 600 µL 0,1 M LiAc. Vsebino smo prenesli v 1,5 ml mikrocentrifugirke 
ter centrifugirali 3 min pri 1800 obr./min in sobni T. Ko smo odstranili supernatant smo 
usedlino resuspendirali v 200 µL 0,1 M LiAc. Celice smo nato alikvotirali po 60 µL, 
ponovno centrifugirali ter odstranili supernatant. Tako pripravljene celice so bile 
kompetentne in pripravljene za transformacijo. Do nadaljnjega smo jih inkubirali na ledu. 
Na ledu smo nato pripravili sterilno transformacijsko mešanico (končni volumen 360 µL) in 
jo dobro premešali na vibracijskem mešalu. 
 
Preglednica 22: Sestava transformacijske mešanice. 
 
240 µL PEG-3350 (50-%) 
36 µL 1M LiAc 
50 µL Enoverižna DNA (ssDNA; 2mg/mL)* 
200 ng DNA za transformacijo** 
Do 360 µL Sterilne dH2O 
*Pred uporabo smo jo kuhali 5 min in nato takoj dali na led. 
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**Na enak način smo v kvasovke transformirali konstrukte pYES2 + ERYB, pYES2 + pro-
α-f  + ERYB in pYES2 + pro-α-f  + ERYB + yeGFP. 
 
Transformacijsko mešanico smo dodali kompetentnim celicam in previdno resuspendirali s 
pipetiranjem ter v prvem koraku inkubirali 15 min pri 30 °C ter nato še 15 min pri 42 °C. Po 
inkubacijah smo dodali 700 µL sterilne dH2O in premešali s pipetiranjem. V nadaljevanju 
smo centrifugirali 3 min pri 1800 obr./min in sobni T ter nato odstranili supernatant. Posedle 
celice smo nato 2-krat sprali s sterilno dH2O tako, da smo celice resuspendirali v 1 mL 
sterilne dH2O in centrifugirali 1 min pri 1800 obr./min in sobni T. Nato pa smo jih 
resuspendirali v 100 µL sterilne dH2O in razmazali na ustrezna selektivna trdna gojišča na 
ploščah (YNB – URA ). Plošče smo inkubirali 3 dni pri 30 °C. 
 
3.2.8.2 Rastna krivulja in indukcija izražanja rekombinantnih proteinov 
 
V 100 mL tekočega gojišča YNB – URA + 2-% rafinoza smo inokulirali tak volumen 
prekonočne kulture, da je bila začetna optična gostota kvasovk pri 600 nm enaka 0,1. Celice 
smo inkubirali pri 30 °C s konstantnim stresanjem pri 160 obr./min. Spektrofotometrično 
smo spremljali rast in ko je bila optična gostota pri 600 nm enaka 0,4 smo dodali 2-% (m/v) 
galaktoze (glede na volumen gojišča), ki je sprožila izražanje rekombinantnih proteinov. 
Transformirane in inducirane celice smo gojili pri 30 °C s konstantnim stresanjem pri 160 
obr./min. Vsako uro (1-5 ur) smo izmerili optično gostoto pri 600 nm in prenesli 1 mL (ali 
več, če je bilo potrebno) kulture v 1,5 ml mikrocentrifugirko, centrifugirali ter shranili 
usedlino za nadaljnje analize  pri - 20 °C. 
 
3.2.9 Spremljanje izražanja rekombinantnih proteinov 
3.2.9.1 Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega 
dodecil sulfata (NaDS PAGE) 
 
Vzorce za analizo nastalih proteinov smo pripravili tako, da smo shranjene zamrznjene 
usedline kvasovk (prejšnji odstavek) sprali s 100 µL MQ. Nato smo celice resuspendirali v 
100 µL 1-kratnega pufra NaDS in takoj segreli na 95 °C za 5 min. Vzorce smo centrifugirali 
in 30 – 50 µL supernatanta takoj nanesli na poliakrilamidni gel. Za analizo proteinov smo 
pripravili dva gela, ki sta bila sestavljena iz 12-% ločevalnega gela in 4-% nanašalnega gela. 
 
Preglednica 23: Sestava ločevalnega in nanašalnega gela za NaDS-PAGE. 
 
 LOČEVALNI GEL NANAŠALNI GEL 
% poliakrilamida 12-% 4-% 
dH2O 3,88 mL 2,65 mL 
3 M Tris, pH 8,8 0,94 mL / 
0,5 M Tris, pH 6,8 / 1,13 mL 
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40-% akrilamid 2,25 mL 0,45 mL 
10-% NaDS 0,05 mL 0,045 mL 
1,5-% APS 0,375 mL 0,225 mL 
TEMED 0,0075 mL 0,0045 mL 
 
Obe stekelci in glavniček smo sprali z dH2O in 70-% EtOH. Dvajsetim µL pozitivne kontrole 
(rekombinantni EryB, pripravljen v bakteriji E. coli) smo dodali 7 µL 4-kratnega 
nanašalnega pufra NaDS ter kuhali 5 min in centrifugirali 1 min pri najvišjih obratih. Na 
poliakrilamidni gel smo v primeru, ko smo rekombinantne proteine pričakovali 
znotrajcelično, nanesli lizate celic, pozitivno kontrolo in proteinski standard, v primeru, ko 
smo rekombinantne proteine pričakovali zunajcelično pa gojišče, pozitivno kontrolo in 
proteinski standard. Elektroforezno ločevanje proteinov smo izvajali 45 min pri toku 180 
mA. Po končani elektroforezi smo en gel uporabili za prenos proteinov na 
polivinildifluoridno membrano (PVDF), drugi gel pa smo inkubirali v topli dH2O, 5 min. 
Nato smo ga prestavili v barvilo SimplyBlue SafeStain (Thermo Fisher Scientific) in barvali 
1 h. Poliakrilamidne gele smo po 1 h razbarvali z inkubacijo v dH2O in pregledali obarvane 
proteinske lise. 
 
3.2.9.2 Prenos western 
 
Poliakrilamidne gele smo za prenos western uporabili takoj po končanem ločevanju 
proteinov. Med izvajanjem elektroforeze smo običajno pripravili vse potrebne komponente 
za prenos proteinov: 2 blazinici, 8 filter papirjev (6×8 cm), membrano PVDF (6×8 cm). 
Membrano PVDF smo aktivirali z 20-sek namakanjem v 100-% metanolu. Vse zgoraj 
naštete komponente smo 15 min namakali v pufru za prenos western (20-% metanol v 1-
kratnem pufru NaDS). Po končani poliakrilamidni elektroforezi smo v pufru za prenos 
western za 2 min namakali tudi poliakrilamidni gel. Nato smo sestavili sendvič za prenos 
proteinov v naslednjem vrstnem redu: spodaj črna polovica kasete, blazinica, 4 filter papirji, 
poliakarilamidni gel, membrana PVDF, 4 filter papirji, blazinica in prozorna polovica kasete. 
Pri sestavljanju sendviča smo si pomagali s pinceto, vsak sloj smo sproti s kapalko močili z 
pufrom za prenos western. Z valjčkom smo nazadnje še iztisnili zrak iz pripravljenega 
sendviča. Sendvič smo vstavili v modul z elektrodami, tako da je bila črna polovica kasete 
na črni strani modula (katoda) in prozorna na rdeči strani (anoda). Modul smo vstavili v 
elektroforezno banjico in vanjo vstavili tudi posodo z ledom. Pufer za prenos western smo 
dolili do vrha in priključili električni tok 150 mV za 90 min. 
 
Po končanem prenosu smo sendvič razdrli in s pinceto prenesli membrano PVDF v plastično 
banjico. Membrano PVDF smo blokirali v 4-% BSA v 1-kratnem pufru TBS-T na stresalniku 
čez noč pri sobni temperaturi. Naslednji dan smo raztopili 5 µL primarnih protiteles (anti-
his) v 5 mL 4-% BSA v 1-kratnem pufru TBS-T, dodali membrano PVDF in stresali 2 h pri 
sobni T. Nato smo primarna protitelesa odlili in membrano PVDF spirali z 1-kratnim TBS-
T na stresalniku, in sicer 3-krat po 10 min. Raztopili smo 10 µL sekundarnih protiteles (kozja 
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proti mišja) v 10 mL 4-% BSA v 1-kratnem pufru TBS-T, dodali membrano PVDF in stresali 
2 h pri sobni T. Odlili smo sekundarna protitelesa in membrano PVDF spirali z 1-kratnim 
pufrom TBS-T na stresalniku in sicer 3-krat po 10 min.  
 
Analiza membran PVDF po prenosu western z fluorescenčno metodo ECL 
 
Raztopine za zaznavanje proteinov z ojačano kemiluminiscenco ECL (ang. Enhanced 
Chemiluminescence) smo iz hladilnika prenesli na sobno T 20 min pred uporabo. Zmešali 
smo detekcijsko raztopino A (luminol) in B (peroksid) v razmerju 1:1. Končni volumen 
detekcijskega reagenta je bil 0,1 mL/cm2 membrane. Detekcijsko raztopino smo pred 
svetlobo zaščitili z alufolijo. Pred dodatkom detekcijske raztopine smo odlili pufer za 
spiranje in membrano PVDF obrnili na stran s proteini. Membrano smo prekrili z 
detekcijskim reagentom in inkubirali 5 min pri sobni T. Detekcijo smo izvedli s pomočjo 
naprave G:BOX. Uporabili smo program Chemi (LFB)-Chemi Sample. Ekspozicijski čas je 
bil 12 sek, nalaganje slik 100 slik pri 1,24 Mpixel. 
 
3.2.9.3  Koncentriranje rekombinantnih proteinov 
Koncentriranje proteinov z kolono AMICON  
 
Pri kvasovkah, transformiranih s konstruktoma pYES2 + ERYB + pro-α-f in pYES2 + ERYB 
+ pro-α-f + yeGFP smo posamezen rekombinantni protein v gojišču pričakovali v zelo nizki 
koncentraciji, zato smo ju želeli skoncentrirati z uporabo koncentratorjev AMICON. Vzorce 
smo najprej centrifugirali 5 min pri 10.000 obr./min, da smo ločili celice in supernatant. 
Supernatant smo prenesli v koncentratorje AMICON s porami velikimi 10 kDa ter jih 
centrifugirali 5 min pri 3000 obr./min. Na ta način smo proteina koncentrirali približno 10-
krat. 
 
Koncentriranje proteinov z Ni-NTA afinitetno kromatografijo 
 
Ker smo pričakovali proteine z dodanim His repkom, smo jih skušali skoncentrirati tudi z 
uporabo Ni-NTA afinitetne kromatografije. Supernatant (priprava pod 3.1) smo odpipetirali 
na gravitacijsko kolono z ustrezno količino nosilca agaroznih kroglic z vezanim nikljem (Ni-
NTA) (1,5 mL kroglic za 5-10 g biomase). Nevezano frakcijo smo shranili in nato kolono 
sprali s 15 mL pufra za lizo in ga shranili. Kolono smo sprali s 30 ml pufra za spiranje in ga 
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3.2.9.4 Hemolitični test 
 
Pričakovani protein EryB ima skupaj s komponento A (OlyA6) porotvorni učinek na 
eritrocite, zato bi njegovo prisotnost lahko dokazali tudi z uporabo hemolitičnega testa na 
govejih eritrocitih. Eritrociti so shranjeni v konzervansu, zato smo jih dobro sprali s citratnim 
pufrom in umerili njihovo optično gostoto pri 550 nm na 1. V jamice mikrotitrske ploščice 
smo nanesli po 5 µL vzorca, 5 µL proteina OlyA6 in 190 µL eritrocitov (skupni volumen v 
eni jamici je bil 200 µL). Pozitivna kontrola je namesto vzorca vsebovala rekombinantni 
protein EryB, ki je bil pridobljen v bakteriji E. coli, negativna kontrola pa B komponente ni 
vsebovala. V nadaljevanju smo 30 min spremljali optično gostoto suspenzije eritrocitov pri 
valovni dolžini 550 nm. 
 
3.2.9.5 Merjenje fluorescence 
 
Proteinski konstrukt pro-α-f + EryB + yeGFP smo pripravili z namenom, da bi spremljali 
zeleni fluorescenčni signal proteina EryB + pro-α-f + yeGFP. Med gojenjem rekombinantnih 
kvasovk in domnevnim izražanjem fluorescenčnega proteina (opisano v poglavju: Rastna 
krivulja in indukcija izražanja proteina) smo zato v različnih časovnih točkah (1 h, 2, h, 4 h, 
8 h, 24 h in 48 h) odpipetirali po 1 mL fermentacijske brozge, celice posedli s 
centifugiranjem pri 12000 rpm, 5 min, in gojišče z domnevnimi fluorescenčnimi proteini do 
nadaljnjega shranili pri 4 °C. Ko so bili vsi vzorci zbrani, smo po 200 μL vsakega vzorca 
odpipetirali v črno mikrotitrsko ploščico in na aparaturi TECAN IFINITE F NANO +, s 
pomočjo programa Tecan i-control, pomerili emitiran fluorescenčni signal pri valovni 
dolžini 535 nm in pri vzbujevalni svetlobi 486 nm.  
 
3.2.9.6 Fluorescenčna mikroskopija 
 
Podobno kot pri zgoraj opisani metodi, smo želeli prisotnost fluorescenčnega proteina EryB 
+ pro-α-f + yeGFP zaznati preko fluorescenčnega signala in sicer s pomočjo fluorescenčne 
mikroskopije celic. Vsaki 2 uri po indukciji (opisano v poglavju: Rastna krivulja in indukcija 
izražanja proteina), smo odvzeli 200 µL vzorca, centrifugirali pri 12000 rpm, 5 min, da smo 
odstranili gojišče ter celice resuspendirali v 200 µL MQ. Mikrocentrifugirko s tako 
pripravljenim vzorcem smo zavili v alufolijo, da smo preprečili stik s svetlobo. V 
zatemnjenem prostoru smo 2 µL vzorca nanesli na objektno stekelce, prekrili s krovnim 
stekelcem in celice opazovali pod fluorescenčnim mikroskopom (IJS).  
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4 REZULTATI  
 
4.1 NAČRTOVANJE NUKLEOTIDNEGA ZAPOREDJA ZA 
REKOMBINANTNI ERILIZIN B 
Nukleotidno zaporedje gena za protein EryB smo pridobili iz podatkovne baze UniProtKB. 
Genetski kod za nukleotidno zaporedje proteina smo priredili na tak način, da je 
kompatibilen z transkripcijsko-translacijskim aparatom S. cerevisiae. Genetski kod smo 
optimizirali za kvasovko S. cerevisiae (PRILOGA A). Zaporedje smo načrtovali tako, da 
smo na 5' stran zaporedja dodali zaporedje za polihistidinski repek (His6) 
(CATCATCATCATCATCAT), ki mu je sledilo zaporedje za mesto, kjer cepi trombin 
(CTGGTTCCGCGCGGCAGC). S takšnim načinom načrtovanja zaporedja smo omogočili 
predvideno izolacijo proteina (z nikelj-afinitetno kromatografijo) in zaznavanje proteina s 
protitelesi, ki prepoznajo polihistidinski repek, trombinsko mesto pa je bilo dodano zato, da 
bi po izolaciji rekombinantnih proteinov polihistidinski repek odrezali s proteazo trombin. 
Na skrajni začetek zapisa za erilizin B, na 5' stran smo pred zapisom za polihistidinski repek 
dodali še začetni kodon (ATG), na 3' konec pa zaključni kodon (TGA). Da bi omogočili 
kloniranje, smo zaporedju na obeh koncih dodali tudi restrikcijski mesti, ki sta kompatibilni 
z restrikcijskimi mesti v poliklonskem mestu plazmida pYES2. Na 5´-koncu zaporedja smo 
dodali restrikcijsko mesto za encim KpnI (GGTACC), na 3´-koncu zaporedja pa smo dodali 
restrikcijsko mesto za encim XbaI (TCTAGA).  
 
4.2 PRIPRAVA EKSPRESIJSKIH SISTEMOV 
4.2.1 Izolacija in restrikcija plazmida pYES2 iz E. coli sev DH5α 
Nukleotidno zaporedje gena za EryB smo vstavili v ekspresijski plazmidni vektor pYES2. 
Zaporedje ERYB smo pripravili na način, da smo ga, tako kot vektor, rezali z istim parom 
restrikcijskih encimov ter ju kasneje ligirali. Glede na restrikcijska mesta v poliklonskem 
mestu plazmida smo izbrali ustrezni restriktazi KpnI in XbaI. Uspešnost restrikcije smo 
preverili z agarozno gelsko elektroforezo. Na agarozni gel smo nanesli tako rezan kot 
nerezan plazmid (kontrola). Celoten plazmidni vektor pYES2 je velik 5856 bp, rezan pa 
5772 bp (slika 11). Ko smo zagotovili, da restrikcijski encimi uspešno režejo plazmidni 
vektor, smo v nadaljevanju na agarozni gel nanesli celotno restrikcijsko mešanico, po 
elektroforezi rezan plazmid pYES2 izolirali iz gela ter ga tako pripravili na naslednji korak.  
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Slika 11: Agarozni gel po ločevanju produktov restrikcije plazmida pYES2, rezanega z z encimoma 
KpnI in XbaI, z elektroforezo.  
1: DNA lestvica 1 kb (Thermo Fisher Scientific); 2: nerezan plazmid pYES2; 3: rezan plazmid pYES2 
4.2.2 Izolacija in restrikcija plazmida pUC57 iz E. coli sev DH5α 
Od proizvajalca GenScript smo prejeli nukleotidno zaporedje gena, ki kodira EryB, 
vstavljeno v plazmid pUC57. Najprej smo plazmid namnožili v bakteriji E. coli sev DH5α 
in ga izolirali. Sledila je restrikcija z encimoma KpnI in XbaI, s čimer smo izrezali fragment 
ERYB iz plazmida. Za kontrolo smo na agarozni gel nanesli tako rezan kot nerezan plazmid 
ter njuni velikosti preverili z ločevanje z elektroforezo. Cel plazmid pUC57 je velik 2458 
bp, rezan fragment ERYB pa 1479 bp (Slika 12). 
 
Nato smo na agarozni gel nanesli celotno restrikcijsko mešanico, po elektroforezi  izolirali 




Slika 12: Agarozni gel po ločevanju produktov restrikcije plazmida pUC57 z vstavljenim fragmentom 
ERYB.  
1: DNA lestvica 1 kb (Thermo Fisher Scientific); 2:rezan plazmid + fragment; 3: rezan plazmid + fragment; 
4: nerezan plazmid 
44 
Katrašnik M. Izolacija in karakterizacija … erilizina B, pripravljenega v  kvasovki S. cerevisiae.  
      Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020 
 
4.2.3 Ligacija rezanega plazmida pYES2 in rezanega fragmenta ERYB 
S tem, ko smo tako vektor pYES2 kot fragment ERYB rezali z istima restrikcijskima 
encimoma (KpnI in XbaI), smo oblikovali lepljive konce in omogočili vstavitev fragmenta 
v plazmid z uporabo ligaze T4. Ker smo uporabili dva različna encima, smo preprečili, da bi 
se lepljivi konci plazmida lepili med sabo in oblikovali krožno molekulo brez vstavljenega 
fragmenta. Poleg tega lahko ob rezanju z dvema encima zagotovimo pravilno orientacijo 
inserta v plazmidni vektor. Po ligaciji smo rekombinantni vektor namnožili, ponovno 
izolirali in nekaj rekombinantnih plazmidov preverili tudi s sekvenciranjem. 
 
4.2.4 Transformacija konstrukta pYES2 + ERYB v E. coli DH5α in njegova 
izolacija 
Sestavljen rekombinantn plazmid pYES2 + ERYB smo namnožili v bakteriji E. coli sev 
DH5α in jih nato izolirali. V tem koraku smo želeli izločiti tiste plazmide, ki nimajo 
vstavljenega fragmenta. V postopku priprave rekombinantnega plazmida se namreč določen 
delež plazmidov lahko ni pravilno rezal posledično pa z ligacijo ne bi bila možna vstavitev 
fragmenta. V kontrolno transformacijsko mešanico smo zato dodali samo rezan plazmid 
pYES2. Na kontrolni plošči je zrastlo 5-krat manj kolonij, kot na plošči s transformantami z 
rekombinantnim plazmidom, zato smo izbrali pet naključnih kolonij transformant E. coli 
DH5α z pYES2 + ERYB, izolirali plazmid in s kontrolno restrikcijo preverili, ali je fragment 
res vstavljen. 
 
S sekvenciranjem smo v nadaljevanju preverili, ali je nukleotidno zaporedje gena, ki kodira 
EryB takšno, kot smo ga pričakovali, oziroma da ni prišlo do mutacij med pripravo 
rekombinantnega vektorja. Za preverjanje pravilnosti nukleotidnega zaporedja ERYB smo 
uporabili začetna oligonukleotida ERYB-seq-F´ in ERYB-seq-R´ (Preglednica 12). Ko smo 
dobili rezultate analize, smo v programu SnapGene preverili, ali se ti ujemajo z željenim 
zaporedjem. Ujemanje je bilo 100-%. 
 
4.2.5 Rastna krivulja (primerjava 3 sevov) 
Rekombinantni vektor  pYES2 + ERYB smo v nadaljevanju transformirali v kvasovko S. 
cerevisiae. Izbrali smo seve, ki so avsoktrofi in ne rastejo na gojišču brez dodanega uracila: 
CEN.PK, INVSc1 in BY4741. Plazmid pYES2 ima komplementarni zapis URA3 za encim 
orotidin-5'-fosfatno dekarboksilazo, ki kvasovki omogoči sintezo uracila, posledično pa 
kvasovke, ki sprejmejo plazmid lahko rastejo na gojišču brez uracila. Transformacijske 
mešanice smo zato razmazali na selektivno sintetično trdno gojišče YNB – URA + 2-% 
glukoza, v katerem ni dodanega uracila. Po treh dneh smo izbrali nekaj kolonij transformant 
in jih precepili v tekoče gojišče YNB – URA + 2-% rafinoza. Plazmid pYES2 ima galaktozni 
promotor, zato smo izražanje rekombinantnega proteina EryB sprožili z dodatkom 
galaktoze.  
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Konstrukt smo transformirali v tri različne seve kvasovke S. cerevisiae z namenom, da bi 
izbrali najbolj primernega na podlagi hitrosti rasti in količine pridobljenega proteina EryB. 
V treh bioloških poskusih smo spremljali rast vseh treh sevov brez vstavljenih konstruktov 





Slika 13: Rastne krivulje treh različnih transformiranih sevov S. cerevisiae.  
 Rumena: sev CEN.PK, rožnata: sev INVSc1 in zelena: sev BY4741 z vstavljenim plazmidom pYES2 + 
ERYB (močnejši odtenek) in brez (svetlejši odtenek). 
 
4.3 SPREMLJANJE IZRAŽANJA REKOMBINANTNIH PROTEINOV 
4.3.1 Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega dodecil 
sulfata 
Za pridobivanje rekombinantega EryB smo pripravili dve strategiji namnoževanja proteina. 
Protein smo želeli izraziti kot topni citosolni protein ali kot topni protein, ki bi se izločal iz 
celic v gojišče. V prvem primeru, ko smo protein izražali v samih celicah, smo po koncu 
indukcije celicam odstranili gojišče s centrifugiranjem in z NaDS-PAGE preverili prisotnost 
proteina v celični usedlini. Na gel smo poleg naših vzorcev nanesli tudi rekombinantno 
pridobljen in iz inkuluzijskih telesc E. coli izoliran EryB, ki je imel molekularno maso 59 
kDa. Če bi v celicah običajne kvasovke uspešno pridobili zelo veliko rekombinantnega 
proteina EryB, bi pri 59 kDa opazili liso. Take lise nismo opazili pri nobenem od vzorcev 
(Slika 14), zato smo nadaljevali s prenosom western. 
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Slika 14: Poliakrilamidna gelska elektroforeza celic CEN.PK pYES2 + ERYB, v katerih smo izražali 
protein EryB.  
Jamica 1: pozitivna kontrola; 2: Proteinska lestvica (PageRuler Prestained Protein Ladder; Thermo Fisher 
Scientific); 3: pred indukcijo; 4: 1h po indukciji; 5: 2h po indukciji; 6: 3h po indukciji; 7: 4h po indukciji. 
 
4.3.2 Analiza izražanja proteinov s prenosom western  
Nukleotidnemu zaporedju za protein EryB smo dodali zaporedje za polihistidinski repek. 
Tako smo omogočili detekcijo rekombinantnih proteinov s protitelesi, ki prepoznajo 
polihistidinski repek. Pri analizi izražanja proteinov s prenosom western smo uporabili mišja 
anti-his primarna protitelesa. Nato smo na primarna protitelesa vezali kozja anti-mišja 
sekundarna protitelesa, ki so označena s hrenovo peroksidazo (ang. HRP, horseradish 
peroxidase). Tako konjugirana protitelesa omogočijo detekcijoproteina zaradi pojava 
kemiluminiscence ob dodatku peroksidaznega substrata. Kemiluminiscenca je široko 
uporabljena v raziskovanju in je zato tudi del številnih komercialnih kompletov (Haan in 
Behram, 2007). V naši raziskavi smo za analizo prenesenih proteinov uporabili detekcijo z 
ojačano kemiluminiscenco (ECL). Hrenova peroksidaza katalizira oksidacijo luminola ob 
prisotnosti peroksidaze in ojačevalca. Svetlobni signal se zazna v temi (Haan in Behram, 
2007). 
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Slika 15: PVDF membrana, po prenosu westrn, na kateri je vidno, da ni proteina EryB. 
Jamica 1: Proteinska lestvica (PageRuler Prestained Protein Ladder; Thermo Fisher Scientific); 2: pozitivna 
kontrola; 3: pred indukcijo; 4: 1h po indukciji; 5: 2h po indukciji; 6: 3h po indukciji; 7: 4h po indukciji. 
 
Po detekciji smo dobili negativen rezultat pri vseh vzorcih, razen pri vzorcu pozitivne 
kontrole (Slika 15). Zato smo sklepali, da proteina nismo dobili.  
Proteina EryB nismo uspeli izraziti znotrajcelično, zato smo v nadaljevanju zaporedju za 
EryB dodali zaporedje za pro-α-faktopovr. Ta omogoča izločanje proteina iz celice preko 
ER in GA, kjer se tudi dodatno procesira. 
 
4.4 PRIPRAVA EKSPRESIJSKIH SISTEMOV Z DODANIM ZAPOREDJEM 
PRO-α-FAKTOR  
4.4.1 Sestavljanje začetnih oligonukleotidov in verižna reakcija s polimerazo 
fragmenta ERYB 
Ker v celicah nismo uspeli sprožiti izražanja proteinov, smo v nadaljevanju želeli, da bi 
kvasovke rekombinantni protein izločale v gojišče. Pred zaporedje ERYB smo dodali 
zaporedje za pro-α-faktor, ki bi protein preko ER in GA usmerilo iz celice. Uporabili smo 
plazmid pYES2, ki je imel že predhodno vstavljeno zaporedje za pro-α-faktor (pYES2 + 
pro-α-f). Fragment ERYB smo v plazmidni vektor vstavili s prekrivajočim PCR. Pred tem 
smo z uporabo ustreznih začetnih oligonukleotidov s PCR fragmentu ERYB na obeh koncih 
dodali konce, homologne tistim na plazmidu pYES2 + pro-α-f. Uporabili smo začetna 
oligonukleotida HZ-ERYB-F´in HZ-ERYB-R´(Preglednica 12) in dobili fragment ERYB + 
HZ(pro-α-f). Fragment ERYB smo želeli vstaviti tudi v plazmid pYES2, ki je imel predhodno 
poleg zaporedja za pro-α-faktor vstavljeno tudi zaporedje za zeleni fluorescenčni protein 
(pYES2 + pro-α-f + yeGFP), s čimer smo lahko izražanje rekombinantnih proteinov 
zasledovali preko fluorescenčnega signala. V tem primeru smo uporabili začetna 
oligonukleotida HZ-ERYB-F´in HZ-ERYB+GFP-R´(Preglednica 12) in dobili fragment 
ERYB + HZ(pro-α-f + yeGFP). 
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4.4.2 Izolacija in restrikcija plazmidov 
Plazmida pYES2 + pro-α-f  in pYES2 + pro-α-f + yeGFP smo izolirali iz trajnikov, 
shranjenih na Biotehniški fakulteti. Mesto, kamor smo želeli vstavit fragment ERYB, smo 
rezali z encimoma KpnI in BamHI. Uspešnost restrikcije smo potrdili z agarozno gelsko 
elektroforezo. Na agarozni gel smo nanesli tako rezan kot nerezan plazmid (kontrola). 
Nerezan plazmid pYES2 + pro-α-f je velik 6047 bp, rezan pa 6039 bp. Nerezan plazmid 
pYES2 + pro-α-f + yeGFP je velik 6773 bp, rezan pa 6765 bp. Tako majhne razlike v 
velikosti na gelu težko opazimo, lahko pa upoštevamo dejstvo, da se plazmidna DNA na 
gelu sicer pojavi v treh oblikah, najpočasneje potuje krožna oblika plazmida, nekoliko hitreje 
linearna, najhitreje pa dodatno zvita oblika. Po restrikciji plazmida pa je ta le v linearizirani 
obliki. 
 
4.4.3 Prekrivajoča verižna reakcija s polimerazo  
Fragmenta ERYB + HZ(pro-α-f) in ERYB + HZ(pro-α-f + yeGFP) smo v rezana plazmida 
pYES2 + pro-α-f in pYES2 + pro-α-f + yeGFP vstavili z OL PCR. Pri tem sta fragmenta z 
dodanimi homolognimi zaporedji delovala kot začetna oligonukleotida in po denaturaciji in 
prileganju hibridizirala na vektor. Po podaljševanje sta nastala dvoverižna plazmida pYES2 
+ ERYB + pro-α-f in pYES2 + ERYB + pro-α-f + yeGFP. 
 
Uspešnost smo preverili s kontrolno restrikcijo in z agarozno gelsko elektroforezo (Slika 16) 
ter sekvenciranjem, katerega rezultat je pokazal 100-% ujemanje z željenim zaporedjem. 
Za kontrolno restrikcijo smo izbrali restrikcijska encima KpnI in MluI. Nerezan plazmid 
pYES2 + pro-α-f + ERYB je velikosti 7558 bp, po restrikciji smo pričakovali fragmenta dolga 
1514 bp in 6044 bp. Nerezan plazmid pYES2 + pro-α-f + ERYB + yeGFP je velikosti 8284 
bp, po restrikciji smo pričakovali fragmenta dolga 2431 bp in 5853 bp. Rezultati so pokazali 
uspešnost sestavljanja konstrukta pri drugem vzorcu pYES2 + pro-α-f + ERYB (Slika 16; 
jamici 4 in 5). V plazmid pYES2 + pro-α-f + yeGFP se fragment ni vstavil. 
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Slika 16: Agarozni gel po ločevanju produktov kontrolne restrikcije konstruktov pYES2 + pro-α-f + 
ERYB in pYES2 + pro-α-f + ERYB + yeGFP. 
Jamica 1: DNA lestvica 1 kb (Thermo Fisher Scientific); 2: nerezan pYES2 + pro-α-f + ERYB (1); 3: rezan 
pYES2 + pro-α-f + ERYB (1); 4: nerezan pYES2 + pro-α-f + ERYB (2); 5: rezan pYES2 + pro-α-f + ERYB 
(2); 6: nerezan pYES2 + pro-α-f + ERYB + yeGFP; 7: rezan pYES2 + pro-α-f + ERYB + yeGFP. 
 
Ponovili smo restrikcijo plazmida pYES2 + pro-α-f + yeGFP z encimoma KpnI in BamHI, 
OL PCR za ta vzorec, transformacijo v E. coli DH5α, izolacijo plazmida ter kontrolno 
restrikcijo. Tokrat so rezultati pokazali, da fragment je vstavljen v plazmid. Na Sliki 17 so 
vidni po trije fragmenti. Največji fragment predstavlja nerezani plazmid, saj smo restrikcijo 




Slika 17: Agarozni gel po ločevanju produktov kontrolne restrikcije konstrukta pYES2 + ERYB + pro-
α-f + yeGFP.  
Jamica 1: DNA lestvica 1 kb (Thermo Fisher Scientific), 2: nerezan, 3-6: rezan 
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4.4.4 Spremljanje rasti transformiranih kvasovk 
Oba konstrukta ter oba prazna plazmida smo transformirali v izbrani sev CEN.PK kvasovke 
S. cerevisiae (rezultati, 3. točka) in spremljali rast transformant v treh bioloških ponovitvah. 
Po indukciji izražanja z galaktozo (pri OD600 = 0,4), je hitrost rasti nekoliko upadla le pri 
vzorcu pYES2 + pro-α-f + yeGFP (Slika 18, označeno z rumeno). To je tudi edini 





Slika 18: Rastne krivulje S. cerevisiae seva CEN.PK.  
Modra: vstavljen plazmid pYES2+ERYB+ pro-α-f (B), oranžna: vstavljen plazmid pYES2+ERYB+ pro-α-f 
+yeGFP (GFP), siva: vstavljen prazen plazmid pYES2 (P) in rumena: vstavljen plazmid pYES2+ pro-α-f 
+yeGFP (P+GFP) brez fragmenta ERYB.  
4.4.5 Analiza izražanja rekombinantnih proteinov s poliakrilamidno gelsko 
elektroforezo 
Ker smo rekombinantne proteine pričakovali v gojišču, smo ločili gojišče od celic. Na 
poliakrilamidne gele smo nanesli vzorce gojišča. Preveriti pa smo želeli tudi vsebino celic, 
zato smo jih lizirali in tudi lizate nanesli na gel. Z elektroforezo NaDS-PAGE smo ločili 
proteine glede na velikost. Na gel smo poleg naših vzorcev nanesli tudi pozitivno kontrolo 
(PK; EryB, rekombinantno pridobljen v E. coli). EryB je 59 kDa velik protein. Če bi pridobili 
veliko proteina EryB, bi pri 59 kDa opazili močnejšo liso, ki bi izstopala iz gela. Take lise 
nismo opazili pri nobenem od vzorcev, zato smo v naslednjem koraku iste vzorce analizirali 
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4.4.6 Analiza izražanja rekombinantnih proteinov s prenosom western  
Rekombinantni EryB smo tudi v tem primeru pripravili kot protein z polihistidinskim 
repkom, ki nam omogoča zaznavanje rekombinantnih proteinov s pomočjo protiteles proti 
polihistidinskem repku. Pri analizi izražanja proteinov s prenosom western smo uporabili 
mišja anti-his primarna protitelesa, ki prepoznajo polihistidinski repek. Nato smo na 
primarna protitelesa vezali kozja anti-mišja sekundarna protitelesa, ki so označena s hrenovo 
peroksidazo. Ta omogoči detekcijo ob dodatku peroksidaznega substrata.  
S prenosom proteinov western izražanja rekombinantnih proteinov nismo zaznali ne v 
celicah in ne v gojišču. Zaznali smo le pozitivno kontrolo, ki jo je predstavljal protein EryB, 
pripravljen v E.coli. Zato lahko sklepamo, da se protein EryB v kvasovki ni izražal, analiza 
proteinov pa je bila izvedena pravilno. 
 
4.4.7 Hemolitični test 
Ker z analizama NaDS-PAGE in prenosom western nismo zaznali proteina EryB, smo v 
nadaljevanju izražanje tega proteina preverili s hemolitičnim testom. EryB v kombinaciji z 
egerolizinom OlyA6 tvori pore v membranah eritrocitov, ki posledično lizirajo. Do hemolize 
govejih eritrocitov je prišlo le pri pozitivni kontroli (kombinacija rekombinantnega EryB iz 
E. coli in OlyA6), pri naših vzorcih pa ne (vzorci gojišča, v katerih smo predvidevali 
prisotnost EryB v kombinaciji z OlyA6). Pri vzorcih gojišča, ki smo jih odvzeli 24 h po 
indukciji je do hemolize sicer prišlo, je pa barvno odstopala od tiste pri pozitivni kontroli 
(Slika 20, stolpec 4). Izmerili smo pH gojišča po 24 urah in dobili vrednost pH 2. Ko smo 
pH uravnali na 8,0, do hemolize ni več prišlo. V tem primeru je lizo eritrocitov povzročila 
nizka vrednost pH gojišča, ne pa prisotnost proteina EryB. 
Ker smo predvidevali, da so količine morebitno prisotnega proteina EryB zelo nizke, smo se 
v nadaljevanju odločili, da protein skoncentriramo. Poskusili smo s koncentriranjem v 
koncentratorjih AMICON, z velikostjo por 10 kDa. Tudi pri 100-kratno koncentriranih 
vzorcih ni prišlo do hemolize. Na podlagi rezultatov hemolitičnega testa smo predvidevali, 
da proteina EryB nismo pridobili. 
 
V nadaljevanju smo preskusili še en način koncentriranja proteina in sicer smo protein EryB 
želeli čistiti in skoncentrirati tudi z uporabo nikelj-afinitetne kromatografije. Protein smo 
pripravili na način, da ima dodan polihistidinski repek, ki se veže na afinitetni nosilec z 
vezanimi dvovalentnimi nikljevimi ioni. Afinitetni nosilec je funkcionaliziran s kelatorjem, 
v našem primeru nitrilotriacetatno kislino (Ni-NTA), na katere se z mikromolarno afiniteto 
vežejo polihistidinski repki (Hochuli in sod., 1988). Tudi pri na ta način koncentriranih 
vzorcih ni prišlo do hemolize, zato smo predvidevali, da proteina EryB nismo dobili. 
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Slika 19: Načrt hemolitične ploščice in hemolitični test v mikrotiterski ploščici.  
 
4.4.8 Uporaba fluorescenčnih tehnik za zaznavanje prisotnosti fluorescenčno 
označenega EryB 
Ker proteina EryB nismo zaznali niti z NaDS-PAGE, niti s prenosom western, ne s 
hemolitičnim testom, smo za konec pri vzorcih označenih z yeGFP preverili ali bi nam 
fluorescenčna analiza izražanja proteinov odgovorila na vprašanje, ali proteini v celicah 
nastajajo. Zeleni fluorescenčni signal smo zaznavali z dvema metodama. Merili smo 
fluorescenco gojišča in analizirali transformirane celice s fluorescenčnim mikroskopom, kar 
je povzeto v nadaljevanju. 
 
Pri merjenju fluorescence gojišča ni bilo opaznih razlik v fluorescenci med vzorci, pri katerih 
smo pričakovali protein EryB, in vzorcih, ki so vsebovali fluorescenčni protein EryB-yeGFP 
ali pri pozitivni kontroli, ki jo je predstavljal protein yeGFP. Na podlagi merjenja 
fluorescence gojišča v več časovnih točkah (0, 2 , 4, 6, 24 h) smo ponovno prišli do 
zaključka, da rekombinantni proteini ne nastajajo.  
 
4.4.9 Fluorescenčna mikroskopija  
S fluorescenčno mikroskopijo smo preverili ali se v kvasovki S. cerevisiae sev CEN.PK z 
vstavljenim plazmidom pYES2+ERYB+yeGFP izraža protein EryB+yeGFP. Negativno 
kontrolo je predstavljala kvasovka S. cerevisiae sev CEN.PK z vstavljenim praznim 
plazmidom pYES2 (Slika 22, B). Pri tem vzorcu smo določili, da je meja zaznavanja 
avtofluorescence pri ekspozicijskem času 1500 ms. Pozitivno kontrolo je predstavljala 
kvasovka S. cerevisiae sev CEN.PK z vstavljenim plazmidom pYES2 z zapisom za yeGFP, 
vendar brez fragmenta ERYB, kjer smo pričakovali izražanje yeGFP (Slika 22, A). Signal 
smo zaznali pri ekspozicijskem času 500 ms. V celicah so bile vidne membranske strukture, 
saj gre za proteine, ki so usmerjeni iz celice in z GA potujejo v veziklih (Slika 21). Pri S. 
cerevisiae sev CEN.PK z vstavljenim pYES2 plazmidom z zapisom za EryB+ yeGFP ni bilo 
signala pri ekspozicijskem času manjšem od 1500 ms (Slika 22, C). Pri 1500 ms je bila 
opazna šibka avtofluorescenca, podobno kot pri negativni kontroli. 
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Pri pozitivni kontroli, kjer smo izražali le GFP, signal ni bil prisoten pri vseh celicah, pač pa 
le pri cca. 20-% vseh pregledanih celic. Zaradi nizkega odstotka celic, ki izražajo protein pri 
pozitivni kontroli, smo pregledali veliko polje celic našega vzorca. Na podlagi tega smo 




Slika 20: pYES2 + yeGFP, 2h po indukciji, 1250 ms, zrnat signal znotraj celic. 
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Slika 21: A: pYES2 + yeGFP, 2h po indukciji, 1250 ms, B: pYES2 prazen, 2h po indukciji, 1500 ms, C: 
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V kvasovki Saccharomyces cerevisiae smo želeli izraziti protein erilizin B. Ker nas je 
zanimala karakterizacija proteina EryB, smo želeli za nadaljnje analize pridobiti velike 
količine tega proteina. EryB je 59 kDa velik protein, ki se, kadar je rekombinantno izražen 
v bakteriji Escherichia coli, ne zvija pravilno in tvori inkluzijska telesca. Po raztapljanju 
netopnega proteina z ureo in po nadaljni in vitro renaturaciji je doprinos proteina še vedno 
zelo nizek. Pričakovali smo, da se bo v kvasovki protein izražal v topni obliki in da ga bomo 
izolirali v višjih koncentracijah ter tako omogočili nadaljnje študije. Ker protein EryB izvira 
iz gobe, bi bil kvasni ekspresijski sistem lahko primernejši tudi zato, ker lahko pride do 
glikozilacije. Proteini, rekombinantno pridobljeni v bakterijskih ekspresijskih sistemih, niso 
glikozilirani, glikozilacija pa lahko pomembno vpliva na pravilno zvijanje proteina, 
posledično pa njegovo topnost, tvorbo inkluzijskih telesc ter aktivnost. 
 
Protein EryB spada med proteine z MACPF domeno in v kombinaciji z egerolizinom tvori 
transmembranske pore v tarčnih membranah. Egerolizin, ki predstavlja komponento A, 
prepozna specifične lipide v celičnih membranah. Egerolizin EryA se specifično veže na 
sfingolipid CPE. Celice sesalcev te vrste sfingolipidov ne vsebujejo, imajo pa ga nekateri 
škodljivci rastlin in patogeni mikroorganizmi. Zaradi specifične vezave in citolitične 
aktivnosti za tarčne organizme, ne pa za človeka, ti proteinski kompleksi kažejo velik 
potencial v razvoju bioinsekticidov in v medicini. Potrebne so sicer še številni raziskave, da 
se bo ta hipotezo potrdila tudi v realnosti. Poleg fizioloških razlogov za toksikološko 
specifičnost teh proteinskih kompleksov, je zanimiva tudi njihova lastna biološka vloga v 
ostrigarjih ter njihova toksičnost do drugih neškodljivih organizmov. Za te študije bi 
potrebovali velike količine proteina EryB, kar je bil sicer cilj te naloge. 
 
Pripravili smo tri različne konstrukte za izražanje proteina EryB. Najprej smo protein želeli 
izražati znotrajcelično, zato smo pripravili konstrukt pYES2+ERYB. Na ta način proteina 
EryB nismo dobili. V nadaljevanju smo pripravili dva konstrukta za izvencelično izražanje 
proteina pYES2 + pro-α-f + ERYB in pYES2 + pro-α-f + ERYB + yeGFP. Zapisoma za oba 
proteina smo dodali zaporedje za prepro-α-faktor, ki usmeri protein iz celice. V prvem 
primeru bi v gojišču dobili EryB, v drugem pa fluorescenčno označen EryB, kar bi olajšalo 
njegovo detekcijo. Poleg tega, da je izolacija proteina, izraženega zunajcelično enostavnejša, 
smo z dodatkom zaporedja za iznos iz celice želeli zagotoviti tudi biosintezo proteina EryB 
po ustrezni poti. Zaporedje za prepro-α-faktor pelje protein preko ER in GA, kjer se dodatno 
glikozilira in modificira, kar vpliva na pravilno zvitost proteina ter njegovo topnost. Nato 
potuje z vakuolarnim transportom do membrane, kjer izstopi iz celice. Podoben signalni 
peptid ima tudi nativni EryB, ki tudi zagotovi, da se protein izrazi v ER (Kjeldsen, 2000; 
Shibata in sod., 2010).  
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Proteina EryB nismo dobili z nobenim od treh ekspresijskih sistemov, zato smo preverili 
ključne točke, kjer bi lahko prišlo do napake. Lahko bi šlo za človeško napako ali pa 
neprimernost ekspresijskega sistema za produkcijo proteina EryB. Možnost človeške napake 
smo minimalizirali s ponovitvami in sprotnimi kontrolami, v drugem primeru pa smo želeli 
določiti kje v poti nastanka proteina pride do zaustavitve. V nadaljevanju je opisano, kako 
smo preverili ključne korake, od načrtovanja nukleotidnega zaporedja za rekombinantni 
EryB, priprave konstruktov, transformacije, sprožitve izražanja proteina, do različnih metod 
s katerimi smo preverjali nastanek proteina EryB. 
 
V prvem koraku smo načrtovali nukleotidno zaporedje, ki smo ga želeli izraziti. Pri tem je 
pomembno, da smo upoštevali vse, kar omogoča izražanje željenega proteina. Na začetek 
zaporedja smo dodali začetni kodon in na konec zaključni kodon, da bi omogočili 
prepisovanje in določili pravi bralni okvir. Vstavitev fragmenta v vektor smo omogočili tako, 
da smo nukleotidnemu zaporedju na obeh koncih dodali restrikcijski mesti, ki ustrezata 
restrikcijskima mestoma v poliklonskem mestu plazmida pYES2. Dodali smo tudi zaporedje 
za polihistidinski repek in s tem omogočili detekcijo proteina s protitelesi proti histidinskem 
repku in izolacijo z nikelj-afinitetno kromatografijo. Genetski kod smo optimizirali za 
kvasovko S. cerevisiae. Porazdelitev 64 DNA kodonov ni naključna in sinonimni kodoni se 
ne pojavljajo enakomerno. Kateri kodoni se pojavljajo pogosteje je odvisno od posameznega 
organizma. Preveč redkih kodonov lahko ovira učinkovitost translacije, zato smo redke 
kodone znotraj zaporedja zamenjali s pogostejšimi (Lanza in sod., 2014). 
 
Sestavili smo tri različne konstrukte na dva različna načina. Najprej smo pripravili konstrukt 
pYES2+ERYB na klasičen način z restrikcijo in ligacijo, kasneje pa še konstrukta pYES2 + 
pro-α-f + ERYB in pYES2 + pro-α-f + ERYB + yeGFP s prekrivajočim PCR. Poleg sprotnih 
kontrol vsakega koraka priprave konstruktov, smo na koncu s kontrolno restrikcijo preverili 
ali je res fragment pravilne dolžine vstavljen v vektor. Ker pa je bistveno, da je fragment 
vstavljen v pravilni orientaciji in da med pripravo konstrukta ni prišlo do mutacij, smo 
zaporedja vseh konstruktov sekvencirali in za nadaljnje analize izražanja proteina izbrali 
tiste, ki so imeli 100-% ujemanje s pričakovanimi zaporedji. 
 
Konstrukt smo transformirali v kvasovko S. cerevisiae. Izbrali smo seve, ki so avsoktrofi in 
imajo okvaro gena, ki nosi zapis za encim orotidin-5'-fosfatno dekarboksilazo, ki kvasovki 
omogoči sintezo lastnega uracila. Posledično ne rastejo na gojišču brez dodanega uracila 
(Baghban in sod., 2019). Plazmid pYES2 ima kot selekcijski označevalec vstavljen zapis 
URA3 za encim orotidin-5'-fosfatno dekarboksilazo. Kvasovki, ki sprejme plazmid tako 
omogoči sintezo lastnega uracila (pYES2 User Manual, 2008). Transformirane celice smo 
gojili na selektivnem trdnem gojišču na ploščah YNB – URA + 2-% glukoza, zato sklepamo, 
da so celice kolonij, ki so zrasle, sprejele plazmid. 
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Izbrane kolonije smo precepili v tekoče gojišče YNB – URA + 2-% rafinoza. Plazmid 
pYES2 ima galaktozni promotor, zato smo izražanje rekombinantnega proteina sprožili z 
dodatkom galaktoze. Po podatkih iz literature do preklopa metabolizma za koriščenje 
galaktoze pride hitreje, če celice predhodno gojimo na rafinozi in ne na glukozi, kot edinem 
viru ogljika. Če celice pred dodatkom galaktoze gojimo na rafinozi, bi željeni rekombinantni 
protein lahko zaznali po 2 urah po indukciji, v primeru, da predhodno gojimo na glukozi pa 
po 4 urah po indukciji (pYES2 User Manual, 2008). 
 
Po indukciji izražanja proteina EryB, smo v vseh treh primerih, njegovo prisotnost preverjali 
na več načinov. Spremljali smo hitrost rasti in protein skušali zaznati z analizama NaDS-
PAGE in prenosom western. Ker je EryB (v paru z A komponento) hemolitičen, smo 
njegovo prisotnost preverili s testom hemolize. V primeru, ko smo zapisu ERYB dodali zapis 
za fluorescenčni označevalec yeGFP, smo merili fluorescenco in celice opazovali pod 
fluorescenčnim mikroskopom. 
 
Spremljali smo hitrost rasti sevov kvasovk, ki so imeli vstavljene konstrukte in paralelno 
tudi seve z nerekombinantnimi plazmidi. Pričakovali smo, da bi se rast po indukciji 
upočasnila, kjer je v plazmidu vstavljen fragment. Prekomerno izražanje proteina je namreč 
energetsko zelo potraten proces. Razlik med paralelnimi sevi nismo opazili, rast je nekoliko 
upadla le po indukciji izražanja pri konstruktu pYES2 + pro-α-f + yeGFP (Slika 13). V tem 
primeru se je izražal le protein yeGFP, ki smo ga dokazali tudi z opazovanjem pod 
mikroskopom. 
 
V primeru pYES2+ERYB smo protein EryB pričakovali v celici, v primerih pYES2 + pro-
α-f + ERYB in pYES2 + pro-α-f + ERYB + yeGFP pa v gojišču, zaradi dodanega zaporedja, 
ki omogoča iznos iz celice. Celične lizate/gojišča smo nanesli na poliakrilamidni gel in z 
NaDS-PAGE proteine ločili po velikosti. V primeru, da bi nastalo veliko proteina EryB, bi 
pri 59 kDa opazili močnejšo liso, ki bi izstopala iz spektra na gelu. Tako močnega izražanja 
proteina v kvasovki sicer nismo pričakovali in take lise tudi nismo opazili pri nobenem od 
vzorcev. Nadaljevali smo s prenosom western, s katerim nismo zaznali proteina EryB pri 
nobenem od vzorcev, razen pri vzorcu pozitivne kontrole. Sklepali smo, da proteina EryB 
ni. 
 
Pripravili smo tudi test hemolize z govejimi eritrociti. Vzorcu v katerem smo pričakovali 
protein EryB smo dodali protein OlyA6, saj je nastanek pore mogoč le ob prisotnosti obeh 
komponent. Do hemolize je prišlo le pri pozitivni kontroli, pri naših vzorcih pa ne. Protein 
EryB bi lahko nastajal v zelo nizki koncentraciji, zato smo ga koncentrirali (AMICON 
koncentratorji in Ni-NTA afinitetna kromatografija). Tudi pri 100-kratno koncentriranih 
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Za konec smo s fluorescenčno mikroskopijo preverili ali se v kvasovki izraža protein 
EryB+yeGFP. Pozitivno kontrolo je predstavljala kvasovka z vstavljenim plazmidom 
pYES2 z zapisom za yeGFP, vendar brez fragmenta ERYB. Pri pozitivni kontroli smo zaznali 
signal v veziklih v celicah, saj gre za proteine, ki so usmerjeni iz celice in z GA v veziklih 
potujejo proti membrani, kjer se izlijejo v okolje (Slika 21). Signal ni bil prisoten pri vseh 
celicah, pač pa le pri cca. 20-% vseh pregledanih celic. Eksperimentalno so pokazali, da je 
v primeru zapisa za rekombinantni protein na plazmidu, izražanje yeGFP prisotno pri cca. 
50-% celic. V našem primeru razmere gojenja in indukcije niso bile optimalne, čemur lahko 
pripišemo manjši odstotek celic s prisotnim signalom. Lahko smo transformirali manj celic 
ali pa ni prišlo do indukcije pri vseh transformiranih celicah. Razmere bi sicer optimizirali 
tako, da bi bil doprinos proteina čim večji, vendar do tega koraka nismo prišli. Pri kvasovki 
z vstavljenim pYES2 plazmidom z zapisom za EryB+ yeGFP signala ni bilo (Slika 22, C). 
V nekaterih primerih lahko premočni promotorji predstavljajo problem. Zaradi prevelikega 
izražanja proteinov, lahko ti zasičijo ER (Fitzgerald in sod., 2014). V tem primeru, bi pod 
mikroskopom videli signal v ER, vendar takega signala ni bilo. Do blokade pri sekreciji 
proteinov iz S. cerevisiae lahko pride tudi med izhodom iz GA, ko so nekatere molekule 
preusmerjene v vakuolo (Fitzgerald in sod., 2014). Tudi v tem primeru bi pod mikroskopom 
zaznali signal, a takega signala ni bilo. Ta rezultat je potrdil, da do nastanka proteina 
EryB+yeGFP ni prišlo. 
 
Za konec smo želeli določiti, kje se biosintetska pot nastanka proteina EryB prekine. Glede 
na rezultate sklepamo, da do translacije ne pride, zato bi v naslednjem koraku preverili 
transkripcijo. Prisotnost oziroma odsotnost mRNA za EryB bi nam podala informacijo o 
tem, ali se zaporedje za EryB sploh prepisuje. S tem bi pridobili pomembno informacijo, kje 
na poti nastanka proteina pride do zaustavitve. Če prisotnosti mRNA zapisa za protein EryB 
ne bi dokazali, bi lahko sklepali, da ta sploh ne nastaja oz. se hitro razgradi. V primeru, da 
bi pokazali prisotnost mRNA zapisa za ta protein pa bi lahko sklepali, da do težave pride pri 
prepisovanju v aminokislinsko zaporedje. Na podlagi tega rezultata bi lahko iskali 
natančnejši vzrok problema in morebitne možne rešitve.  
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 V kvasovki S. cerevisiae nismo izrazili rekombinantnega proteina EryB. 
 V nadaljevanju bi z izolacijo mRNA preverili ali se gen, ki kodira rekombinantni 
protein EryB prepisuje.  
 Kvasovka S. cerevisiae v kombinaciji z ekspresijskim vektorjem pYES2 in danimi 
pogoji ni primeren ekspresijski sistem za pridobivanje proteina EryB. 
 V kvasovki S. cerevisiae nismo izrazili rekombinantnega proteina EryB niti po 
dodatku pro-α-faktor zaporedja. 
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Erilizin B je 59 kDa velik protein, ki se, če je rekombinantno izražen v bakteriji E. coli, ne 
zvija pravilno in tvori inkluzijska telesca. Po raztapljanju z ureo je doprinos proteina še 
vedno zelo nizek. EryB smo zato želeli izraziti v kvasovki S. cerevisiae. Pričakovali smo, da 
se bo protein izrazil v topni obliki in ga bomo lahko izolirali v višjih koncentracijah. V 
nadaljevanju bi sledila karakterizacija proteina. 
 
Rekombinantnega proteina EryB nismo uspeli izolirati. Pri določitvi nukleotidnega 
zaporedja, ki smo ga želeli izraziti, smo upoštevali vse, kar omogoča njegovo izražanje in 
izolacijo. Genetski kod smo optimizirali za kvasovko S. cerevisiae. Konstrukte 
pYES2+ERYB, pYES2 + pro-α-f + ERYB in pYES2 + pro-α-f + ERYB + yeGFP smo preverili 
s sekvenciranjem in izbrali tiste, ki so imeli 100-% ujemanje s pričakovanimi zaporedji. Po 
transformaciji konstrukta v kvasovko S. cerevisiae smo s selekcijo s pomočjo uracilne 
avksotrofije izbrali tiste kolonije, katerih celice so sprejele plazmid. 
 
Po indukciji izražanja proteina EryB z galaktozo smo njegovo prisotnost preverjali na več 
načinov. Spremljali smo hitrost rasti in protein skušali zaznati z analizama NaDS-PAGE in 
prenosom western. Ker je EryB (v paru z OlyA6) hemolitičen protein, smo njegovo 
prisotnost preverili s hemolitičnim testom. V primeru, ko smo zapisu ERYB dodali zapis za 
fluorescenčni označevalec yeGFP, smo merili fluorescenco in celice opazovali pod 
mikroskopom. Z nobeno od metod nismo potrdili izražanja rekombinantnega proteina EryB. 
 
Za konec smo želeli določiti, kje se biosintetska pot nastanka proteina EryB prekine, zato 
smo v naslednjem koraku načrtovali preverjanje prepisovanje gena ERYB. S tem bi pridobili 
pomembno informacijo, kje na poti nastanka proteina pride do zaustavitve. Na podlagi tega 
rezultata bi lahko iskali natančnejši vzrok problema in morebitne možne rešitve, a je 
pandemija COVID-19 zaustavila nadaljnje raziskave. 
  
V prihodnosti bi lahko preverjali še druge možne vzroke, da se protein EryB v običajni 
kvasovki ne izraža. Blokada izločanja proteinov, rekombinantno izraženih v običajni 
kvasovki, se lahko pojavi pri izhodu iz GA, ko so nekatere molekule preusmerjene v 
vakuolo, za kar je odgovoren sortirni receptor Vps10. Delecija sortirnega receptorja Vps10 
bi preprečila usmerjanje proteina v vakuolo, ob hkratnem napačnem sortiranju vakuolarnih 
hidrolaz, kot je karboksipeptidaza Y (CPY), v medij. Zato bi bilo bolj primerno krajšanje 
Vps10, ki bi blokiralo usmerjanje rekombinantnega proteina v vakuolo, medtem ko bi 
ohranilo pravilno sortiranje CPY (Fitzgerald in Glick, 2014). Protein je lahko za kvasovko 
tudi toksičen. Tudi če v gojišče dodani EryB na kvasovko ne vpliva, je protein lahko 
toksičen, ko se izraža v celici. Rekombinantno izraženi proteini so večkrat toksični za 
gostiteljsko celico, posebej kadar njihovo izražanje uravnava močan promotor in je 
izraženega veliko rekombinantnega proteina (Athmaram in sod., 2012). V tem primeru bi 
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bilo ustrezneje, če bi uporabili promotor, ki je šibkejši kot GAL1. Tretji možni vzrok, ki se 
ne izključuje s predhodnim, je, da je le manjši delež celic vseboval plazmide, s katerih se je 
rekombinantni gen izražal. To hipotezo podpirajo rezultati mikroskopiranja vzorca pozitivne 
kontrole, kjer smo izražali le yeGFP. Protein yeGFP se je namreč izražal le v približno 20-
% celic, kljub temu, da so bile tudi ostale celice žive. Podoben učinek so opazili pri izražanju 
rekombinantne fosfolipaze A2 v celicah istega seva in z enakim vektorjem (Mattiazzi in sod., 
2012). Glede na nehomogenost izražanja genov s plazmidov (Amen in Kaganovich, 2017; 
Jensen in sod., 2013) v kombinaciji s toksičnostjo rekombinantnega proteina za gostiteljsko 
celico  lahko pričakujemo, da bo v populaciji kvasnih celic zelo majhen delež le-teh izražal 
rekombinantni protein. 
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PRILOGA A3: Nukleotidno zaporedje fragmenta pro-α-f + ERYB + yeGFP, optimizirano za 
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PRILOGA A4: AK zaporedje zrelega rekombinantnega proteina EryB  
 
   KpnI    START                   repek His                            TROMBINSKO MESTO 
G  T  M  H  H  H  H  H  H  L  V  P  R  G  S  S  Q  A  G  D 
T  L  N  D  V  I  Q  D  P  T  R  R  N  K  L  I  N  D  N  N 
L  L  K  G  I  I  M  G  R  D  G  P  V  P  S  S  R  E  L  I 
E  R  P  D  T  L  R  A  I  I  N  N  R  A  T  I  E  T  T  T 
V  E  A  E  F  T  E  T  L  M  E  S  N  Y  N  S  A  S  V  K 
V  S  A  P  F  V  T  A  N  S  E  Y  S  E  S  S  S  F  K  N 
T  E  T  E  K  S  M  Y  T  S  S  R  Y  L  F  P  Q  G  R  I 
D  F  T  M  P  D  S  G  F  D  D  V  I  K  L  S  P  Q  F  T 
S  G  V  Q  A  A  L  A  K  A  T  G  T  E  K  R  E  A  L  Q 
D  L  F  L  E  Y  G  H  V  F  R  T  K  V  H  I  G  G  V  L 
S  A  H  T  M  E  T  F  S  R  S  E  N  E  T  E  V  K  Q  D 
I  K  A  G  L  E  G  A  V  K  G  W  G  G  G  A  T  A  G  H 
G  N  T  Q  G  T  I  T  T  S  Q  N  R  K  L  D  V  K  Y  I 
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V  N  G  G  D  Y  T  K  I  Q  N  T  E  E  W  V  A  S  T  N 
Q  S  E  H  W  R  V  I  E  V  T  E  V  T  A  V  A  D  L  L 
P  Q  P  I  R  G  Q  V  K  D  L  L  K  P  L  L  G  K  W  V 
D  V  E  K  V  P  G  L  E  S  F  P  V  S  V  Y  R  P  K  D 
A  I  P  A  G  W  F  W  L  G  D  T  A  D  A  S  K  A  L  L 
V  K  P  T  L  P  A  R  S  G  R  N  P  A  L  T  S  L  H  E 
S  S  G  M  T  E  Q  P  F  V  D  L  P  Q  Y  Q  Y  L  S  T 
Y  F  G  S  F  A  Y  D  T  P  P  G  S  T  L  R  G  L  R  P 
D  H  I  L  P  G  R  Y  E  M  H  G  D  T  I  G  T  A  V  Y 
V  T  R  P  V  D  V  P  F  P  E  D  E  C  F  D  L  K  S  V 
V  R  V  K  L  P  G  S  G  N  P  P  K  P  R  W  A  L  K  K 
S  M  V  L  F  D  S  G  E  E  -  S  R 
           XbaI  
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PRILOGA D: Shema plazmida pYES2 z zapisom za peptid pro-α-faktor, protein EryB in 
zeleni fluorescenčni protein (yeGFP) 
 
 
 
 
 
 
